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 La Farmacologia della Medicina Rigenerativa
I.   Introduzione
La Medicina Rigenerativa è un settore medico multidisciplinare in rapida evoluzione,  
con lo scopo di migliorare le tecnologie di riparazione e di sostituzione delle cellule, dei  
tessuti e degli organi danneggiati, per ripristinare le loro funzionalità.
La Farmacologia Rigenerativa applica le scienze farmacologiche a quelle mediche per  
accelerare ed ottimizzare, sia in vitro che in vivo, lo sviluppo e la maturazione di tessuti  
rigenerati e di derivazione biomedica.
L'obiettivo è modificare la fisiologia delle cellule, dei tessuti e degli organi, per  
accelerare, migliorare ed intensificare i loro risultati funzionali ( Andersson and Christ.,  
2007 ).
La Farmacologia Rigenerativa punta a curare le diverse patologie tramite il recupero 
delle varie funzioni e, per questo motivo, si distingue da quella tradizionale, che 
solitamente si limita al sollievo palliativo dei sintomi.
Difatti, la ricerca e lo sviluppo farmaceutico si sono sempre focalizzati su composti con 
meccanismo d'azione sempre più selettivo e con peso molecolare di 500-800Da.
Questo ha senso se pensiamo ad un trattamento sintomatico della malattia, in cui ci si 
focalizza sul meccanismo d'azione primario richiesto per l'efficacia del farmaco e, 
contemporaneamente, si cerca di limitare gli effetti collaterali riducendo al minimo 
reazioni ed eventi avversi.
La Farmacologia Rigenerativa, ovvero la terapia curativa, utilizza invece, miscele  
complesse di composti, come fattori di crescita, per la rigenerazione delle funzioni degli  
organi e dei tessuti.
Questi ultimi hanno un peso molecolare molto più elevato rispetto a quelli normalmente 
sviluppati dall'industria farmaceutica: possono andare da 10000 a 100000 Da.
La Figura 1 pone l'attenzione sui diversi stadi di un processo patologico e mette a 
confronto l'approccio della Farmacologia Rigenerativa con quello della Farmacologia 
Tradizionale.
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Figura 1. Farmacologia Rigenerativa e Farmacologia Tradizionale a confronto:
La  figura  mostra  in  modo  schematico  l'inizio,  lo  sviluppo  e  la  progressione  di  un  processo 
patologico, fino all'insufficienza d'organo.
L'obiettivo  della  Farmacologia  Rigenerativa  è  quello  di  sviluppare  una  farmacologia  
potenzialmente curativa sfruttando vari approcci applicabili all'intero spettro di progressione della  
patologia del tessuto/organo.
Essa rappresenta un significativo punto di partenza dagli approcci più tradizionali focalizzati sul  
sollievo  palliativo  e  sintomatico  delle  alterazioni  patologiche.  (  Christ  et  al.,  2013:  The  
Pharmacology of Regenerative Medicine. Pharmacol Rev 65:1091-1133, July 2013 )
Quello che si vuole sottolineare in Figura 1 è che, se la Farmacologia Rigenerativa può 
intervenire durante l'intera progressione del processo patologico, quella tradizionale si 
limita al trattamento sintomatico delle disfunzioni d'organo/tessuto, in cui dev'essere 
necessariamente presente una quantità sufficiente di tessuto vitale per assicurare 
l'efficacia della cura ( Christ et al., 2013 ).
Gli usi della Farmacologia Rigenerativa sono ampi:
Questi vanno dalle applicazioni per la profilassi a quelle per il miglioramento della 
funzionalità d'organo, fino alla sua totale sostituzione.
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Occorre sottolineare che la Farmacologia tradizionale fornisce una chiave di volta 
essenziale per il continuo miglioramento della Medicina Rigenerativa e per la scoperta e  
lo sviluppo di Farmacoterapie innovative, tramite l'applicazione di procedimenti sia 
attivi che passivi: 
L'approccio attivo consiste nell'utilizzo di fattori di crescita e di altri agenti  
farmacologici per modificare la crescita, la differenziazione e la funzionalità cellulare;  
l'approccio passivo utilizza invece metodi farmacologici per distinguere i tessuti 
rigenerati con meccanismi endogeni, da quelli modificati tramite l'Ingegneria 
Biomedica.
Entrambi gli approcci vengono attualmente impiegati nella Medicina Rigenerativa.
Le possibilità della Farmacologia Rigenerativa dipendono necessariamente dal grado di 
disfunzione del tessuto-organo:
Se in vivo resta sufficiente funzionalità, sia singole cellule ( terapia cellulare ), sia 
singole impalcature ( terapia con biomateriali ), possono fornire una risposta 
rigenerativa adeguata.
Al contrario, in carenza di tessuto vitale, la capacità rigenerativa endogena 
dell'organo/tessuto può non essere sufficiente e, di conseguenza, qualsiasi meccanismo 
endogeno di riparazione richiederà l'aiuto dell'Ingegneria Biomedica per produrre 
tessuti/organi bio-mimetici, simili cioè ai tessuti nativi ( Christ et al., 2013 ).
L'ambiente attuale fornisce un'eccellente opportunità per introdurre realmente la 
Farmacologia nei campi della Medicina Rigenerativa e dell'Ingegneria Biomedica 
( Corona et al., 2010 ).
Tuttavia, gli ostacoli sono ancora molti:
• La capacità rigenerativa dei mammiferi non è illimitata;
• Le conoscenze necessarie a comprendere i complessi procedimenti farmacologici che 
sono alla base dei fenomeni riparativi sono ancora scarse;
• La Farmacologia dei processi rigenerativi è ancora in fase di sviluppo.
Dall'altro lato, il numero sempre minore di donatori d'organo e l'aumento continuo della 
durata della vita determinano un bisogno sempre maggiore di una Medicina che sia 
effettivamente “Rigenerativa”.
Questi limiti e bisogni richiedono una ricerca collaborativa globale e multidisciplinare  
nei diversi campi della Farmacologia, ricerca di Biomateriali, Ingegneria Biomedica,  
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nanotecnologie, ricerca su Cellule Staminali, biologia dello sviluppo e molto altro 
ancora.
Miglioramenti nei settori della biologia, della chimica e delle scienze dei materiali  
hanno portato allo sviluppo di biomateriali con funzionalità sempre più sofisticate, con 
lo scopo di:
1) Superare i limiti della Farmacologia tradizionale
2) Estendere il campo degli agenti terapeutici rilasciabili in circolo ( Ad esempio:  
terapia genica, fattori con molecole ad elevato peso molecolare ).
E' importante sottolineare che il grande ostacolo ad una terapia con rilascio
sistemico sia, innanzitutto, quello di direzionare l'agente al suo sito d'azione nel tessuto 
interessato:
Questo comporta il raggiungimento del compartimento extravasale o l'uso di tecnologie 
per rilasciare più efficacemente l'agente terapeutico, inteso come farmaco, gene o 
composto.
Quando l'agente terapeutico arriva al tessuto bersaglio, l'ostacolo successivo consiste 
nella sua diffusione a livello locale attraverso le membrane del tessuto.
Alcuni di questi potenziali farmaci hanno target cellulari o subcellulari specifici ed il  
superamento delle barriere chimiche e strutturali della cellula stessa può rappresentare 
un fattore limitante.
La Medicina Rigenerativa non solo può sfruttare gli approfondimenti degli studi sulla 
rigenerazione, ma vantaggi significativi possono derivare anche dal miglioramento delle 
conoscenze e delle applicazioni della Morfogenesi, quindi il settore della biologia dello 
sviluppo.
Le molecole-segnale extracellulari, note come “morfogeni”, modulano il percorso, il  
movimento e l'organizzazione cellulare durante la morfogenesi nell'embrione e 
nell'adulto ( Wilson et al., 1997; Gurdon et al., 1998,1999; Gurdon and Bourillot, 2001; 
Brockes and Kumar., 2008; Wolpert., 2011; Rogers and Schier., 2011; Bentzinger et al., 
2012) e, dal momento che i fattori di crescita, le citochine e gli ormoni contribuiscono 
alla morfogenesi, la loro distribuzione su larga scala diventa necessaria per la 
formazione e lo sviluppo del tessuto.
Poiché la loro attività viene influenzata dai rispettivi profili di diffusione, dai gradienti  
di concentrazione effettivi e dai rapporti concentrazione/risposta, sono necessarie nuove 
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tecnologie di veicolazione e di rilascio di farmaci che assicurino che il gradiente di  
concentrazione del morfogene sia effettivamente idoneo per l'utilizzo terapeutico.
Poiché l'obiettivo più importante della rigenerazione consiste nella capacità di restaurare  
le funzioni fisiologiche, la fisiologia complessiva degli organi e dei tessuti dev'essere 
modificata con le tecniche dell'Ingegneria Biomedica per rilasciare complesse miscele  
di componenti ad elevato peso molecolare in una fascia spazio-temporale controllabile.
Ad esempio, se la terapia oncologica veicola un gran quantitativo di farmaco 
chemioterapico alla cellula tumorale, la Farmacologia Rigenerativa rilascia il farmaco in  
modo controllato a livello spazio-temporale, riproducendo gli aspetti chiave della 
Morfogenesi degli organi e dei tessuti ( Christ et al., 2013 ).
Mettendo insieme tutti questi aspetti la Farmacologia Rigenerativa si configura come 
settore multidisciplinare, dove i diversi campi della Farmacologia, della Medicina 
Rigenerativa e dell'Ingegneria Biomedica cooperano, si intrecciano e non sono più 
discipline separate e distinte tra loro.
Come schematizzato in Figura 2, la Farmacologia Rigenerativa assume un ruolo 
centrale per lo sviluppo della Medicina Rigenerativa e di terapie curative, traendo 
beneficio dal sinergismo di tre settori diversi:
1) Terapia tradizionale ( Fisiologia e Farmacologia )
2) Ingegneria Biomedica
3) Biologia cellulare, Biologia dello sviluppo ( Morfogenesi ) e Genetica Molecolare.
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Figura 2. L'obiettivo della Farmacologia Rigenerativa:
1) La conoscenza del funzionamento del sistema biologico ( Fisiologia ) conduce alla modulazione  
di  tale  sistema  (  Farmacologia  ).  Questo  collegamento  rappresenta  la  base  della  terapia 
tradizionale.
2) Ingegneria Biomedica
3) Biologia cellulare, Biologia dello sviluppo ( Morfogenesi ) e Genetica Molecolare.
Il  sinergismo di  queste  discipline  consente  la  creazione di  nuove tecnologie  che  permettono  di  
migliorare la rigenerazione in vivo e la produzione di "sostituti biologici” in vitro.
( Christ et al., 2013: The Pharmacology of Regenerative Medicine. Pharmacol Rev 65:1091-1133,  
July 2013 )
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II.   Biomateriali e Tecnologie di rilascio dei farmaci nella Farmacologia 
Rigenerativa
I Biomateriali forniscono i costituenti di base per la creazione di nuovi tessuti ed organi 
poiché rappresentano la materia grezza da cui partire.
Essi servono da matrice provvisoria per le infiltrazioni cellulari e possono essere 
sfruttati come sistemi di veicolazione e di rilascio di farmaci ( Williams., 2009 ).
La Farmacologia Rigenerativa può utilizzare diversi tipi di Biomateriali e di tecnologie  
per rilasciare gli agenti terapeutici in modo adeguato, come “Biomateriali  
Funzionalizzati” ( Sistemi particellari e Sistemi ad impalcatura ), tecnologie di  
Microfabbricazione e di riproduzione tridimensionale.
Per “Biomateriali Funzionalizzati” si intende quei Biomateriali in grado di guidare la  
funzione delle cellule per dirigere il loro destino cellulare.
Essi vengono definiti “Sistemi” e si distinguono in due classi:
1) Sistemi particellari
2) Sistemi ad impalcatura
I Sistemi particellari sono dei sistemi carriers, ovvero, microparticelle ( microcarriers ) o 
nanoparticelle ( nanocarriers ) per veicolare cellule e farmaci.
I Sistemi ad impalcatura stimolano la crescita o la rigenerazione delle cellule e dei  
tessuti.
I primi, talvolta, vengono incorporati nei secondi.
Indipendentemente dai metodi di fabbricazione e dalla realizzazione degli uni o degli 
altri, le classi di materiali utilizzati nel campo della farmacologia rigenerativa sono due:  
i polimeri sintetici e quelli naturali.
I più utilizzati sono i polimeri naturali a base proteica come il collagene, la fibrina, la  
laminina e la cheratina, che contengono tutti da tre a cinque sequenze di aminoacidi.
Essi sono in grado di promuovere il legame tra le cellule tramite vari tipi di interazioni,  
in particolare per mezzo dei siti di legame per le integrine.
Le integrine sono recettori di membrana costituiti da due polipeptidi ( le subunità Alfa e 
Beta ); questi recettori sono coinvolti nel collegamento tra il citoscheletro e la matrice  
extracellulare e, per questa ragione, svolgono un ruolo chiave nell’adesione fra le 
cellule.
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Difatti, il vantaggio dei polimeri naturali è quello di promuovere l'adesione e la 
proliferazione cellulare tramite le loro strutture leganti le cellule ( Connelly et al., 2011;  
Sapir et al., 2011; Rafat et al., 2012 ).
I polimeri naturali polisaccaridici e quelli sintetici, viceversa, risultano privi dei siti di  
legame per le integrine, di conseguenza il loro utilizzo è più limitato e svantaggioso.
Molto spesso il rilascio di farmaci, ”piccole molecole” o fattori di crescita non si 
verifica tramite processi di diffusione, ma dopo la degradazione dei sistemi carriers 
( Saul et al., 2011 ) e la modalità di degradazione ha implicazioni importanti sul rilascio,  
sull'accrescimento cellulare e sui processi rigenerativi.
Per “piccole molecole” si intende composti a peso molecolare non elevato in grado di 
attivare i processi di rigenerazione.
E' fondamentale realizzare una degradazione controllata per promuovere il rilascio 
dell'agente terapeutico o la riparazione del tessuto:
Nel caso dei polimeri naturali le sequenze proteolitiche sono, nella maggior parte dei 
casi, presenti intrinsicamente ( David et al., 2012 ), in caso contrario si interviene con 
fattori esterni. In tutti i casi si sfruttano fattori di innesco idrolitici o proteolitici e,  
talvolta, si ricorre a cambiamenti di pH o di temperatura, enzimi, luce, ultrasuoni o altre  
fonti di energia ( Balmayor et al., 2008; Narayanan et al., 2012; Nelson et al., 2012 ).
S  istemi particellari:  
I sistemi particellari vengono realizzati per rilasciare gli agenti terapeutici a livello 
sistemico, migliorando la farmacocinetica ( ad esempio, maggiore permanenza nel 
torrente circolatorio) e la farmacodinamica ( ad esempio, maggiore specificità per il sito  
d'azione).
Il rilascio a livello sistemico degli agenti terapeutici da parte di sistemi carriers risulta  
molto vantaggioso poiché essi sono in grado di proteggere i fattori di crescita e gli acidi 
nucleici dalla degradazione enzimatica e dall'idrolisi.
I Nanocarriers, o sistemi nanoparticellari ( 5-200 nanometri ), si basano soprattutto 
sull'utilizzo di sistemi autoassemblanti, come punti quantici, Liposomi,  Polimerosomi e 
complessi catione-anione, per l'incapsulazione di piccole molecole come peptidi, acidi  
nucleici o proteine.
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Le nanoparticelle, rispetto alle micro, forniscono la possibilità di raggiungere un grado 
più elevato di bersagli tessuto-specifici, tramite il raggiungimento del compartimento 
extravascolare.
I microcarriers, o sistemi microparticellari ( 1-200 micrometri ), possono essere, così 
come i nanocarriers, di origine naturale o sintetica e sono in grado di rilasciare i singoli 
composti in modo continuo.
I microcarriers costituiscono un aspetto importante della farmacologia rigenerativa, 
soprattutto quando è richiesta una protezione delle cellule, che quindi vengono 
incapsulate fornendo l'agente terapeutico ( Opara et al., 2010 ).
In questo modo le cellule diventano delle vere e proprie “Fabbriche” capaci di realizzare 
una vasta gamma di farmaci “naturali” e quindi possono essere considerate tra i migliori 
e più complessi “microcarriers per la veicolazione di farmaci” noti all'uomo.
Le cellule possono produrre agenti terapeutici che vanno da piccole molecole ( AMP 
ciclico o ormoni ), a peptidi e polipeptidi, fino a strutture proteiche di dimensioni 
maggiori.
Questi possono modulare numerose funzioni, tra cui la vasodilatazione, 
l'infiammazione, l'antiinfiammazione, le funzioni endocrine, la divisione, la migrazione 
ed il differenziamento cellulare ( Christ et al., 2013 ).
I sistemi particellari sono fondamentali per ricreare in vivo i precisi contesti ambientali  
della Morfogenesi e, se applicati a bersagli vascolari corrispondenti a zone danneggiate, 
possono rilasciare farmaci promotori della riparazione vascolare ( Shi et al., 2012 ).
Dopo essere rilasciato a livello sistemico, l'agente terapeutico viene direzionato alla 
zona specifica di danneggiamento vascolare grazie ai numerosi metodi di innesco che 
permettono il controllo sul tempo di rilascio per fare arrivare l'agente farmacologico nel  
compartimento intracellulare ( Temperatura [ Bessa et al,, 2010 ], ultrasuoni [ Borden et 
al., 2008 ], luce ed altri ).
Il rilascio in siti specifici di danneggiamento vascolare può essere eseguito mediante 
l'accoppiamento del ligando bersaglio con la superficie esterna del nanocarrier-
microcarrier ( Omolola Eniola and Hammer., 2005; Banquy et al., 2008 ), mimando il 
comportamento di avvicinamento e adesione dei leucociti.
Le applicazioni di sistemi carriers con bersaglio tessutale o cellulare specifico stanno 
aumentando sempre di più nel campo della Medicina Rigenerativa:
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• Il gene che codifica per il fattore di crescita IGF-1 ( Insulin-like growth factor 1 ), 
incapsulato in liposomi, se rilasciato tramite iniezione diretta, può aumentare la risposta  
agli stimoli lesivi ( Figura 3F ) ( Jeschke et al., 2001 );
• Le proteine Wnt, incapsulate in liposomi, sono molto importanti per le cellule 
staminali follicolari poiché mantengono intatta la loro attività e portano all'ispessimento  
del derma e alla neogenesi dei follicoli piliferi nel topo ( Morrel et al., 2008 );
Per proteine Wnt si intende una famiglia di glicoproteine caratterizzate da numerosi  
residui di cisteina. Esse sono coinvolte in numerosi processi embriogenetici, fisiologici 
ed omeostatici, ma anche in diverse condizioni patologiche e nel rinnovamento delle 
cellule staminali.
Le glicoproteine Wnt agiscono come molecole segnale in grado di attivare più vie 
intracellulari, tra cui la via Wnt/Beta-catenina, importante per la regolazione della 
proliferazione e sopravvivenza cellulare.
• I Nanocarriers stanno prendendo sempre più campo per la veicolazione ed il rilascio di 
vaccini ( Figura 3H ) ( Reddy et al., 2007; Foster et al., 2010 ).
Essi proteggono gli antigeni, prolungano il rilascio e superano gli ostacoli biologici 
attribuibili alle piccole dimensioni delle tecnologie carriers.
I parametri chiave per migliorare il rilascio sistemico degli agenti terapeutici per mezzo  
di tecnologie carriers,  sono:
• I costituenti chimici del sistema ( Gratton et al., 2008 );
• Il diametro e la forma del carrier ( Gratton et al., 2008 );
• La carica di superficie ( Georgieva et al., 2011 );
• La presenza di strutture bersaglio ( Ng et al., 2009 ).
Come illustrato in Figura 3, i Sistemi particellari possono avere forme e dimensioni 
diverse; ad esempio, gli antigeni possono essere incapsulati dentro polimeri approvati 
dalla FDA ( Food and Drug Administration ), con diametri che vanno da alcune a 
centinaia di nanometri, fino a pochi micrometri ( Figura 3H ) ( Demento et al., 2012 ).
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Figura 3. Le diverse forme dei sistemi particellari ( Sistemi Carriers ):
Sono raffigurati  schematicamente i vari sistemi di micro e nanoparticelle.
Figura 3F. Veicolo plasmidico che trasporta il gene che codifica per IGF-1 (  Insulin-like growth 
factor 1 ).
Figura  3H.  Incorporazione  di  antigeni  in  microparticelle  e  nanoparticelle  per  migliorare  la  
distribuzione dei vaccini.




I sistemi ad impalcatura vengono utilizzati con lo scopo di rigenerare un tessuto 
specifico.
Per prima cosa occorre realizzare la struttura dell'impalcatura, secondariamente si 
introduce la porosità nelle cellule tramite la tecnica del “Leaching particellare” ( Wright  
et al., 2010 ), o quella di “separazione di fase” ( Nam and Park., 1999 ).
La porosità è utile perchè garantisce l'interconnesione tra i pori, in modo che le cellule 
siano in grado di attraversare le strutture per promuovere la formazione ottimale del 
tessuto.
Con la tecnica del “Leaching” una particella insolubile in un determinato solvente viene 
fusa con un polimero solubile nello stesso solvente.
Dopo evaporazione del solvente quello che resta viene posto in un secondo solvente, in 
cui è solubile la particella, ma non il polimero.
Dopo aver introdotto la porosità nelle cellule, si conferiscono all'impalcatura le giuste 
proprietà meccaniche per ottenere la risposta cellulare desiderata.
Quindi, si applicano tecniche di “Elettrospinning” e di Microfabbricazione per 
incorporare micro e nanoparticelle e segnali di direzionamento topografici.
La tecnologia di “Elettrospinning”( Figura 4 ) è nata come tecnica di fabbricazione 
tessile ( Elettrofilatura ), ma recentemente si utilizza anche nel campo dell'Ingegneria  
Biomedica ( Greiner and Wendorff., 2007; Sill and Von Recum., 2008 ):
Un polimero viene prima disciolto in un solvente e poi spruzzato tramite un piccolo 
orifizio ( in genere un ago ); successivamente si applica un campo elettrico tra l'orifizio 
ed il dispositivo di raccolta, ed infine si ottengono delle fibre sottilissime dell'ordine di 
alcuni nanometri ( nanofibre ), in grado di fornire direzionamenti topografici alle 
cellule.
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Figura 4. Principi base della tecnica di Elettrospinning ( Electrospinning ).
( Li F, Zhao W and  Song Y  (2010). Nanofibers,chapter 22,Core-Shell Nanofibers: Nano Channel 
and Capsule by Coaxial Electrospinning. Doi: 10.5772/8166 )
Recentemente, per fabbricare impalcature con un'organizzazione strutturale 
estremamente precisa, si è ricorsi alla riproduzione tridimensionale ( in 3D ) o alla 
fabbricazione di solidi in forma libera.
A questo proposito è importante sottolineare che alcuni tipi di materiali ( Idrogeli,  
polimeri biodegradabili ) risultano più compatibili di altri: quelli meno compatibili  
possono essere modificati con elementi “riempitivi” in modo da rendere comunque 
possibile la riproduzione in 3D.
La riproduzione tridimensionale si può realizzare tramite la tecnica del “Bioprinting”, 
ovvero le cellule ed i materiali vengono creati simultaneamente ricalcando le  
architetture del tessuto nativo ( Boland et al., 2006; Mironov et al., 2009; Jakab et al., 
2010; Chang et al., 2011; Marga et al., 2012 ).
Il “Bioprinting” è il processo di stampa delle cellule viventi o delle strutture corporee.
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Esso rappresenta un'area della ricerca e dell'Ingegneria Biomedica in fase di sviluppo 
che coinvolge i dispositivi di stampa che depositano il materiale biologico.
Questa tecnologia, illustrata in Figura 5, potrebbe essere utilizzata in futuro per ricreare 
parti di organi o interi organismi, a partire da materie prime biologiche.
Figura 5. Struttura e funzionamento del Bioprinting.
( Bonnie Berkowitz and Todd Lindeman - The Washington Post. Published May 9, 2011 )
Anche i “Bioreattori” permettono la creazione e l'assemblaggio dei tessuti e degli organi 
in modo tridimensionale.
Il “Bioreattore” è un dispositivo di laboratorio che racchiude in se le caratteristiche 
rilevanti dell'ambiente fisiologico in vivo.
Esso serve per la creazione e la maturazione in vitro di un organo o di un tessuto:
Le cellule vengono seminate in un sistema particellare o ad impalcatura, poste in un 
bioreattore e sottoposte ad appropriati stimoli ambientali necessari alla formazione del  
tessuto-organo e alla sua funzione ( Christ et al., 2013 ).
Un bioreattore può essere utilizzato per realizzare in vitro una ricostruzione avanzata e 
tridimensionale, prima dell'impianto in vivo ( Freed et al., 2006; Goldstein and Christ.,  
2009; Grayson et al., 2009; Corona et al., 2010; Badylak et al., 2012 ).
L'uso di specifici mezzi di coltura e di bioreattori facilita la produzione di popolazioni  
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cellulari uniformi per l'utilizzo clinico ( Baghbaderani et al., 2011 ).
Dopo aver conferito all'impalcatura le giuste proprietà meccaniche, si promuove 
l'adesione, la migrazione ed il differenziamento cellulare attraverso stimoli chimici e  
fisici.
Infine, si adottano le procedure di degradazione opportune per rilasciare l'agente 
farmacologico nel tessuto bersaglio.
I materiali per le impalcature più comunemente usati sono i polimeri biodegradabili e  
gli idrogeli ma, a prescindere dal tipo di materiale utilizzato, l'impalcatura dev'essere  
compatibile con le colture e le infiltrazioni cellulari.
E' importante conoscere la risposta immunologica ai materiali impiantati poiché la  
scelta del biomateriale utilizzato potrebbe richiedere l'utilizzo di un antiinfiammatorio-
immunosoppressore nel sito di impianto per migliorare la risposta biologica al 
materiale, facilitando il processo proliferativo ( Norton et al., 2010 ).
Questi sistemi sono in grado di generare risposte infiammatorie sia istantanee che a 
lungo termine e possono portare ad un rilascio sostenuto di farmaco, con il rischio però 
di causare un lento accumulo a livello del loro sito d'azione ( Christ et al., 2013 ).
I profili di rilascio dei farmaci possono variare da alcuni minuti, ad ore, o anni e 
possono essere utilizzati come spinta iniziale ai processi rigenerativi prolungati nel 
tempo.
I Biomateriali possono essere utili in molte circostanze, ad esempio nella prevenzione di 
alcune patologie cardiovascolari, nella modulazione delle cellule staminali e  
progenitrici, nel trattamento del diabete e di malattie genetiche, nella riduzione delle  
cicatrici e nella riparazione delle ferite:
•Nell'ambito delle patologie cardiovascolari è opportuno citare gli stents come esempi 
di sistemi di veicolazione di farmaci ( Mani et al., 2007; Wessely., 2010 ), ma anche i 
pacemakers ( Crossley., 2000; Santerre et al., 2005 ) ed i vasi sanguigni di derivazione 
biomedica ( Peck et al., 2012 ).
I biomateriali usati in un approccio di tipo medico-rigenerativo rappresentano una delle 
tecnologie più promettenti per il recupero delle funzionalità del tessuto cardiaco dopo 
un infarto del miocardio e la loro struttura dovrebbe essere tale da permettere la loro 
biodegradazione una volta avvenuta la rigenerazione del tessuto cardiaco ( Fujimoto et 
al., 2007a,b ).
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Questi sistemi risultano compatibili con il rilascio controllato di molecole protettive e  
stimolanti, come IGF-1 ( Insulin-like growth factor 1 ) e HGF ( Hepatocyte growth  
factor ) ( Nelson et al., 2011).
Inoltre, alcuni derivati del poliuretano hanno mostrato delle proprietà meccaniche, come 
l'elasticità e la forza, che mimano quelle del tessuto cardiaco ( Christ et al., 2013 ).
•Per la modulazione delle cellule staminali e progenitrici è stato dimostrato che,  
utilizzando geli poliacrilammidici, le cellule staminali mesenchimali ( MSCs ) possono 
essere trasformate in diversi tipi di cellule, come mioblasti e osteoblasti ( Norton et al.,  
2010 ).
I direzionamenti topografici ed i segnali chimici rilasciati dalle impalcature possono 
guidare il comportamento ed il destino cellulare.
Ad esempio, un mix di fattori di crescita rilasciato da strutture di fibrina, ha promosso la 
differenziazione di cellule parentali neurali in cellule neuronali ed oligodendrociti,  
tramite metodi di binding dell'eparina ( Willerth et al., 2008 ).
Inoltre, alcuni sistemi di rilascio neuroparticellare che determinano l'endocitosi, sono 
stati recentemente utilizzati per veicolare delle proteine coinvolte nella risposta a  
cascata delle Wnt, conducendo al differenziamento e alla proliferazione cellulare ( Shah 
et al., 2011).
• Nel trattamento del diabete, per quasi trent'anni, si sono utilizzati degli idrogeli a base 
di alginati o di altri polimeri per incapsulare le cellule Beta-pancreatiche che producono 
l'insulina ( Lim and Sun., 1980 ).
Tuttavia, questi biomateriali tradizionali non rilasciano l'insulina a lungo termine,  
proprietà richiesta nella cura del diabete di tipo I.
La veicolazione transdermica tramite microaghi a cui può essere collegato un sistema a 
reservoir di farmaco ( Davis et al., 2005 ), risulta un approccio alternativo molto 
efficace, ora in fase di sperimentazione umana ( Gupta et al., 2009 ).
Questa tecnologia presenta il grande vantaggio di bypassare lo strato corneo e di ridurre 
l'infiammazione ed il dolore.
•Nel trattamento delle malattie genetiche l'applicazione più brillante consiste nello  
sviluppo di sistemi di veicolazione non virale di geni per mezzo di carriers nanometrici 
rilasciabili a livello sistemico.
In questo contesto è stata dimostrata la capacità della Polietilenimmina di promuovere 
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l'uscita di DNA endosomiale.
Alcune di queste nuove strategie potrebbero portare benefici significativi nel 
trattamento su base genica del morbo di Parkinson ( Christ et al., 2013 ).
Inoltre, un'innovativa terapia genica basata sulla correzione del genoma delle Cellule 
Staminali Ematopoietiche porta ad un notevole miglioramento nelle condizioni di  
pazienti affetti da due gravi malattie genetiche, la leucodistrofia metacromatica e la  
sindrome di Wiskott-Aldrich.
La leucodistrofia metacromatica è una malattia neurodegenerativa causata dal deficit  
dell'enzima ARSA ( Arylsulfatase A ), responsabile dello smaltimento dei sulfamidici 
nell'organismo.
Difatti, se queste sostanze non vengono smaltite, finiscono per accumularsi nel sistema 
nervoso e danneggiare irreversibilmente la mielina, con perdita progressiva delle 
capacità cognitive e motorie dei bambini.
La sindrome di Wiskott-Aldrich, invece, è causata da un difetto nel gene che codifica 
per  una proteina presente nelle cellule del sangue, la Wasp ( Wiskott-Aldrich Syndrome 
Protein ).
Questa malattia colpisce i bambini maschi e determina un deficit nel numero e nella 
grandezza delle piastrine, con problemi di sanguinamento anche fetali.
Un gruppo di ricercatori dell'istituto TIGET ( San Raffaele-Telethon Institute for Gene  
Therapy ), guidato da Luigi Naldini, ha condotto alcuni studi su sei bambini provenienti 
da ogni parte del mondo.
Dopo tre anni di trattamento, gli studi hanno dimostrato di poter cambiare il corso di 
queste malattie genetiche e, al momento, i trial clinici stanno continuando per altri 12  
pazienti.
Negli studi condotti, i geni corretti vengono inseriti nel genoma delle cellule staminali  
ematopoietiche prelevate dal midollo osseo dei piccoli pazienti, per mezzo del virus  
dell'HIV ( Human Immunodeficiency Virus ) ingegnerizzato in modo da non essere più 
infettivo.
Il virus dell'HIV rappresenta quindi il vettore per la terapia genica e le cellule staminali  
riprogrammate vengono reinfuse nell'organismo dei pazienti ( Aiuti et al., 2013 ).
•Per la riparazione delle ferite sono stati autorizzati all'immisione in commercio alcune 
matrici di tessuto rigenerativo, come AlloDerm.
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AlloDerm promuove la rigenerazione dei tessuti in quanto consente la rapida 
rivascolarizzazione, la migrazione dei globuli bianchi alla zona lesa e lo sviluppo della  
popolazione cellulare, trasformandosi in tessuto ospite per garantire la riparazione 
naturale.
Alcuni materiali come l'acido ialuronico ( Scuderi et al., 2008 ), il chitosano ( Boucard 
et al., 2007 ) e gli idrogeli a base di alginati ( Lee et al., 2009 ) vengono utilizzati nei  
trattamenti contro le bruciature e l'acne.
Alcuni antibiotici per la profilassi ( Kim et al., 2008 ) e fattori di crescita ( Fujihara et 
al., 2008 ) sono stati incorporati in materiali biologicamente attivi ( Luo et al., 2010 )  
per accelerare la rigenerazione cellulare.
Inoltre, alcuni peptidi sintetici che derivano dalle proteine delle gap junctions possono 
promuovere la riparazione del tessuto dopo l'impianto di biomateriali ( Soder et al,,  
2009 ).
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III.   Rigenerazione della Vescica
La vescica ( Figura 6 ) è un organo impari del nostro organismo nella quale si raccoglie 
l'urina proveniente dai reni prima di essere eliminata all'esterno attraverso l'uretra con 
l'atto della minzione.
La vescica ha la capacità di immagazzinare l'urina a volumi crescenti fino al suo 
completo svuotamento: questo si deve verificare senza l'aumento della pressione 
intravescicale e senza la nascita di contrazioni spontanee.
Figura 6. Anatomia della vescica urinaria umana: 
Muscolo Detrusore della vescica / Trigono Vescicale / Strati parietali della vescica ( epitelio 
urinario, tonaca muscolare propria, lamina propria ).
( U.S. National Cancer Institute's Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) Program )
I pazienti con vesciche poco funzionanti e poco rispondenti presentano diversi sintomi 
dei problemi delle basse vie urinarie, come l'aumento dell'urgenza e della frequenza di 
urinare, l'incontinenza e la nocturia, e sono soggetti a rischio di insufficienza renale: ciò 
li rende dei candidati per l'intervento chirurgico ( Reyblat and Ginsberg., 2010 ).
Le malattie a carico della vescica possono essere causate da problemi strutturali,  
congeniti, neurologici o infiammatori, come danni al midollo spinale, 
Mielomeningocele, iperattività del muscolo detrusore, cistite da radiazioni, cistite  
interstiziale, sclerosi multipla e schistosomiasi.
In questi casi l'approccio standard prevede interventi di “Cistoplastica”, ovvero 
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l'asportazione parziale o completa della vescica, sostituendola con un'ansa dell'Intestino 
Tenue ( Ileocistoplastica ) o del Colon ( Colocistoplastica ) ( Christ et al., 2013 ).
La Farmacologia tradizionale, tramite approccio sintomatico, ha studiato varie classi  
farmacologiche, come i Farmaci antimuscarinici ( Ossibutinina, Tolterodina, 
Solifenacin, Darifenacin ), impiegati come medicinali di prima scelta nel trattamento  
della vescica iper-responsiva, e farmaci bloccanti dei recettori alfa-adrenergici, da soli o 
in combinazione con antimuscarinici e tossine botuliniche di tipo A ( Andersson et al., 
2009; Mangera et al., 2011 ).
Tuttavia, nei casi più gravi, i pazienti non rispondono a questi trattamenti sintomatici e i  
livelli pressori vescicali già alti possono ulteriormente aumentare causando il 
deterioramento delle vie urinarie anche superiori.
L'attenzione si è quindi spostata su alcune tecniche di Farmacologia Rigenerativa per 
realizzare strategie farmacologiche innovative.
Purtroppo, la rigenerazione funzionale ex-novo della vescica si verifica con variazioni 
specie-dipendenti ( Lin et al., 1989 ), le nostre conoscenze riguardo questo processo 
rigenerativo sono ancora limitate e non siamo ancora in grado di selezionare le cellule o 
i biomateriali migliori.
Nonostante le difficoltà, la Farmacologia Rigenerativa è in fase di sviluppo:
• Si possono realizzare sistemi ad impalcatura;
• Si possono veicolare cellule staminali al sito di danneggiamento per garantire una 
miglior rigenerazione del tessuto vescicale ed una migliore integrazione con quello 
dell'ospite;
• Alcuni fattori di crescita, “piccole molecole” o altri composti, possono essere 
somministrati localmente e veicolati nell'organismo per migliorare la rigenerazione di  
questo organo.
Ad esempio, negli studi di Atala et al. ( 2006 ) su individui affetti da Mielomeningocele 
( Malformazione congenita caratterizzata dalla schisi di più vertebre della regione 
sacrolombare ), si sono impiantate nuove vesciche seminando impalcature sintetiche di 
collagene o collagene ed acido poliglicolico, con cellule dell'epitelio urinario all'interno  
e cellule del muscolo liscio all'esterno.
Oppure, poichè la vescica possiede un potenziale rigenerativo unico che nessun altro 
organo, fegato incluso, possiede ( Columbano and Shinozuka., 1996 ), alcune nuove 
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strategie puntano a sfruttare questa capacità rigenerativa intrinseca.
Difatti, numerosi studi hanno dimostrato che vesciche animali ( Liang and Goss., 1963; 
Burmeister et al., 2010 ) e vesciche umane ( Sisk and Neu., 1939; Liang., 1962; Tucci 
and Haralambidis, 1963 ) presentano un significativo potenziale rigenerativo dopo 
rimozione di buona parte dell'organo per mezzo di una cistectomia subtotale.
In particolare, tra i modelli animali, la vescica di roditore è quella più utilizzata per  
studiare il fenomeno rigenerativo della vescica.
Burmeister et al. ( 2010 ) hanno eseguito una cistectomia subtotale in topi femmina di 
dodici settimane. La tomografia computerizzata e la cistometria hanno mostrato che otto  
settimane dopo l'operazione la vescica è ricresciuta fino a raggiungere una dimensione 
normale e, dalle analisi istologiche, la lamina propria e gli strati muscolari del detrusore  
hanno ripreso il normale spessore.
Si è comunque verificata una diminuzione nella contrattilità del muscolo liscio,  
evidenziabile sottoponendo la vescica a stimolazione colinergica, per mezzo di un 
agonista muscarinico ( Carbacolo ) ( Figura 7B ).
Due settimane dopo l'operazione le risposte contrattili sono circa del 20% rispetto a 
quelle del gruppo di controllo, ma dopo otto settimane si verifica un parziale recupero, 
nonostante i valori massimi nella fase di plateau rimangono bassi ( circa il 37% rispetto 
ai valori normali ). 
I dati ottenuti dalla curva concentrazione-risposta mostrano un aumento della 
contrattilità muscolare di tipo tempo-dipendente.
Nonostante la riduzione della contrattilità del muscolo liscio, dopo rimozione chirurgica 
del 70-80% del tessuto vescicale, si evidenzia una risposta rigenerativa motivata anche 
dal fatto che la risposta agli stimoli con campi elettrici mostra l'innervazione del nuovo 
tessuto.
La nuova vescica presenta tutti e tre gli strati parietali: epitelio urinario, tonaca 
muscolare propria e lamina propria.
In definitiva, in otto settimane, i roditori sottoposti a cistectomia subtotale possiedono 
una vescica rigenerata, strutturalmente e funzionalmente identica a quella nativa 
( Burmeister et al., 2010 ).
Uno studio di follow up più recente ( Peyton et al., 2012 ) ha utilizzato la marcatura con 
BrdU ( Bromodeoxyuridine ), un marcatore specifico della risposta proliferativa nelle 
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prime settimane critiche post-operazione ( Figura 7C ).
In questo studio, meno dell'1% delle cellule della parete vescicale risultano marcate con 
BrdU nel gruppo di controllo in assenza di danni, ma questa percentuale aumenta da 
cinque a otto volte ad ogni esame di controllo post-cistectomia.
Come mostra la figura, sette giorni dopo l'intervento la percentuale di cellule marcate 
con BrdU nei tre strati parietali è simile.
La cistectomia subtotale causa anche l'aumento della risposta immunitaria per Shh ( 
Sonic Hedgehog Homolog : proteina coinvolta nella morfogenesi ), Gli-1 ( Glioma-
associated oncogene homolog 1 : fattore di trascrizione ), BMP-4 ( Bone morphogenetic  
protein 4 : proteina coinvolta nella morfogenesi ).
Questo studio di Follow up dimostra che i primi stadi di rigenerazione funzionale della 
vescica sono caratterizzati da cambiamenti tempo-dipendenti nella localizzazione della  
popolazione cellulare nei diversi strati parietali e nell'espressione di alcune proteine 
segnale mantenute intatte durante lo sviluppo evolutivo.
Figura 7B,C. Rigenerazione della vescica. 7B: Risposta contrattile del muscolo liscio alla 
stimolazione colinergica ( Carbacolo ) 2, 4, 8 settimane dopo intervento di cistectomia subtotale. 
Dal grafico concentrazione-risposta si evidenzia la tempo-dipendenza della contrattilità muscolare.
7C: Marcatura con Bromodeossiuridina ( BrdU ) per studiare la risposta proliferativa della vescica. 
Le immagini risalgono a 7 giorni dopo l'intevento di cistectomia in topi femmina. ( Christ et al., 
2013, The Pharmacology of Regenerative Medicine. Pharmacol Rev 65:1091-1133, July 2013 )
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La teoria che il tessuto vescicale rigenerato sia simile a quello di partenza è stata 
proposta da Frederiksen et al. ( 2004 ): quindici settimane dopo una cistectomia in topi 
femmina si è reciso del tessuto trasversale dal corpo della vescica e si è esposto a 
stimoli contrattili, prendendo come punto di riferimento la zona del trigono vescicale.
Si sono utilizzati antagonisti e agonisti dei recettori muscarinici e dei recettori alfa-1-
adrenergici ( in ordine: Scopolamina e Prazosina; Carbacolo e Fenilefrina ) per 
esaminare il ruolo di ciascun recettore nel processo contrattile, tramite stimolazione con 
campi elettrici.
I ricercatori sono giunti alla conclusione che il tessuto muscolare della vescica 
neoformato risulta ben innervato e possiede proprietà farmacologiche simili al tessuto 
sopratrigonale da cui è stato sviluppato.
Kanematsu et al. ( 2003 ) hanno sperimentato la capacità della BAM ( Bladder  
acellular matrix ) di costituire un'impalcatura per trasportare il fattore di crescita bFGF ( 
Basic fibroblast growth factor ) e hanno riscontrato un buon rilascio di questo fattore da 
parte dell'impalcatura, sia in vitro che in vivo.
Inoltre, dopo quattro settimane dall'intervento di cistectomia in un roditore, il fattore 
bFGF promuove l’angiogenesi ed inibisce le restenosi con un meccanismo dose-
dipendente.
Uno studio diverso ha valutato invece gli effetti di VEGF ( Vascular endothelial growth  
factor ): gli esami istologici e funzionali dimostrano che il rilascio di VEGF, sempre per 
mezzo di impalcature BAM, ha effetti positivi precoci sui meccanismi rigenerativi 
( Youssif et al., 2005 ).
Infatti, il fattore VEGF esogeno, quattro settimane dopo l’intervento, aumenta la 
capacità contenitiva della vescica, diminuisce il volume residuo, aumenta l’angiogenesi  
e la quantità di tessuto muscolare liscio.
Inoltre, addizionando a VEGF il fattore di crescita NGF ( Nerve growth factor ), otto 
settimane dopo l'intervento, il numero di cellule positive a VEGF risulta superiore, 
suggerendo l’ipotesi che VEGF e NGF possiedono un effetto sinergico nel promuovere 
la riparazione della vescica.
Questa teoria ha ricevuto conferme da Kikuno et al. ( 2009 ) dopo la valutazione dei 
risultati post-operatori in topi con midollo spinale danneggiato:
Otto settimane dopo il danneggiamento, topi femmina del genere Sprague-Dawley sono 
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stati sottoposti ad un intervento di cistoplastica tramite utilizzo di un'impalcatura BAM 
senza fattori di crescita, o con NGF e VEGF, sia da soli che in associazione.
Otto settimane dopo l'intervento i roditori che avevano ricevuto entrambi i fattori di 
crescita dimostrano una capacità contenitiva della vescica ed una compliance migliori,  
una quantità di muscolo liscio e di tessuto nervoso molto maggiore rispetto a tutti gli 
altri gruppi di roditori.
Mettendo insieme i risultati di questi studi si può dedurre che VEGF e NGF 
contribuiscono fortemente al recupero strutturale e funzionale della vescica. 
Per concludere, in un modello suino di intervento di cistoplastica, Loai et al. ( 2010 ) 
hanno incorporato a VEGF l' Acido Ialuronico dimostrando che la loro associazione 
comporta, dieci settimane dopo l’intervento, una migliore epitelializzazione,  
neovascolarizzazione e rigenerazione del tessuto muscolare liscio della vescica.
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IV.   Farmacologia Rigenerativa e Cellule Staminali
Le terapie rigenerative devono quasi inevitabilmente riguardare cellule Staminali e  
Progenitrici ( Nirmalanadhan and Sittampalam., 2009 ).
Nonostante siamo ancora in una fase iniziale, le cellule staminali vengono attualmente 
utilizzate in diversi test clinici per il trattamento di alcune malattie ( Trounson et al.,  
2011 ).
Le cellule staminali ( Figura 8 ) sono cellule caratterizzate da una capacità di auto-
rinnovamento ( self-renewal ) e di differenziazione in sottotipi cellulari diversi.
Figura 8. Rappresentazione artistica di Cellule Staminali.  
( David Mack/Science Photo Library/Corbis )
Tramite divisione cellulare asimmetrica ( “mitosi bivalente” ), la cellula staminale dà  
origine a due cellule figlie: la prima è identica a se stessa, scarsamente proliferante, ed 
in grado di mantenere invariato il pool di cellule staminali di quel tessuto; la seconda è 
caratterizzata dalla capacità di maturazione progressiva verso cellule fenotipicamente e  
funzionalmente sempre più specializzate.
In questo modo il numero di cellule staminali rimane invariato ( prima popolazione 
cellulare ), mentre la seconda popolazione si divide ulteriormente per dare origine ad un 
elevato numero di cellule figlie, mature e differenziate, che compongono i tessuti  ( Cao 
et al., 2004 ).
Si distinguono cinque classi di Cellule Staminali:
1) Cellule Staminali Totipotenti: Cellule in grado di differenziarsi in ogni tessuto 
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embrionale ed extraembrionale, derivanti da embrioni allo stadio di 4-8 cellule, dopo 1-
3 giorni dalla fecondazione.
2) Cellule Staminali Pluripotenti: Cellule Staminali embrionali ( Cellule ES ).
Queste crescono in laboratorio a partire da un piccolo gruppo di cellule, trovate in 
embrioni di 5-6 giorni di vita. A questo stadio l’embrione viene chiamato “blastocisti”,  
una sfera costituita da circa 100-150 cellule.
Le cellule staminali pluripotenti ( Figura 9 ) sono in grado di differenziarsi in tessuti di 
origine embrionale organizzati nei tre foglietti embrionali ( ectoderma, mesoderma ed 
endoderma ).
Figura 9. Immagine al microscopio elettronico di cellula staminale pluripotente. 
( Steve Gschmeissner/Science Photo Library/Corbis)
3) Cellule Staminali Germinali: Cellule staminali pluripotenti che rappresentano lo 
stadio di differenziamento che precede la formazione delle gonadi. Se isolate, sono in 
grado di replicarsi all'infinito mantenendo le loro capacità differenziative pluripotenti,  
come le cellule ES.
4) Cellule Staminali Multipotenti: Cellule staminali con la capacità di moltiplicarsi, ma 
non di rinnovarsi in modo illimitato.
Esse si differenziano in tessuti diversi appartenenti però allo stesso foglietto embrionale.
5) Cellule Staminali Unipotenti: Cellule staminali organo-specifiche in grado di 
differenziarsi esclusivamente nel tipo cellulare del tessuto di appartenenza, dando 
origine ad una sola linea cellulare.
La restrizione ad una particolare linea cellulare prende il nome di “Impegno cellulare” e  
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l'acquisizione dei contenuti specifici di tale linea si verifica durante il processo di  
differenziazione ( Smith., 2006; Sheridan and Harris., 2009 ).
Alcuni fattori di crescita, ormoni e altre molecole segnale possono essere veicolate 
tramite biomateriali per controllare l’espansione, il destino e la differenziazione di  
cellule staminali o progenitrici ( Furth et al., 2007; Keatch et al., 2012 ).
Come mostra la Figura 10, la Farmacologia Rigenerativa utilizza cellule staminali e 
progenitrici in cinque modi diversi ( Christ et al., 2013 ):
A) Espansione in coltura di cellule staminali o progenitrici
B) Mobilizzazione di cellule staminali o progenitrici da porzioni di tessuto endogeno
C) Differenziazione a partire da cellule staminali multipotenti/unipotenti in linee  
cellulari specifiche
D) Differenziazione a partire da cellule staminali pluripotenti ( Cellule ES o iPS ) in 
linee cellulari specifiche
E) Riprogrammazione genetica e farmacologica per generare cellule staminali  
pluripotenti indotte ( Cellule iPS ).
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Figura 10. Cinque strategie per utilizzare cellule staminali e progenitrici:
(A) Espansione in coltura di cellule staminali o progenitrici tramite isolamento di cellule staminali 
ematopoietiche (HSC) e trattamento con fattori di crescita/citochine, tra cui “angiopoietin-like 5” 
( ANGPTL5 ) ( Drake et al., 2011) ,o ( a destra ) per mezzo di SR1 ( Boitano et al., 2010 ).
(B) Plerixafor ( Brave et al., 2010 ) promuove la mobilizzazione delle cellule HSC in associazione 
con G-CSF. Anche la Pleiotropina di origine ricombinante promuove l'espansione del pool HSC in 
vivo ( Himburg et al , 2010; Istvanffy et al., 2011 ). (C) Maturazione accelerata dei granulociti, 
promossa da G-CSF ( Frampton et al., 1994 ).  A destra, differenziazione a partire da progenitori 
eritroidi a globuli rossi per mezzo di eritropoietina ( EPO ) ( Faulds and Sorkin., 1989 ).
(D) Differenziazione in cardiomiociti a partire da cellule mesenchimali per mezzo di BMP-4 
( Evseenko et al., 2010; Hogan., 1996; Kattman et al., 2011; Murry and Keller., 2008).  A destra, 
piccole molecole inibitrici di Wnt/segnale delle beta-catenine, come IWR – 1 ( Chen et al., 2009; 
Willems et al., 2011) guidano la generazione di cardiomiociti a partire dal mesoderma di cellule ES 
umane. (E) A sinistra, fibroblasti cutanei vengono riprogrammati per la pluripotenza tramite 
esposizione a quattro fattori di trascrizione, ad esempio, i quattro fattori identificati dal gruppo 
Thomson: Oct4/ Nanog/ Sox2/ Lin 28 ( Yu et al., 2007 ).  A destra, la “piccola molecola” AMI-5 
( Yuan et al., 2011b ) consente la riprogrammazione in combinazione con il solo fattore Oct4.
( Christ et al., 2013: The Pharmacology of Regenerative Medicine. Pharmacol Rev 65:1091-1133, 
July 2013 )
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A.   Espansione in coltura di cellule staminali o progenitrici
Le cellule staminali o progenitrici di tessuti sia fetali che adulti, in grado di proliferare  
in vitro mantenendo le loro caratteristiche essenziali, sono diverse:
Tra queste vi sono popolazioni di cheratinociti autologhi, condrociti autologhi, cellule 
staminali del sistema ematopoietico ( HSC ) e cellule staminali neurali ( NSC ).
Per molti tipi cellulari l'aggiunta di specifici fattori di crescita in un mezzo privo di siero  
risulta essenziale per evitare la loro differenziazione prematura ( Manfredini et al.,  
2007 ).
A questo proposito, alcune sperimentazioni hanno utilizzato una grande varietà di fattori 
di crescita, citochine e “piccole molecole” per rendere possibile l’espansione intensiva 
cellulare senza l'eccessiva induzione alla differenziazione e alla perdita della capacità di  
self-renewal ( Watts et al., 2011; Walasek et al., 2012; Furth et al., 2013 ).
In alternativa ai mezzi privi di siero, si può utilizzare del siero umano o animale come 
fonte diretta di ormoni e di fattori di crescita.
Espansione in coltura di Cheratinociti Autologhi: 
L’espansione in vitro di cheratinociti autologhi da piccole aree cutanee ha salvato la vita 
a due bambini con ustioni di terzo grado molto estese ( Green., 2008 ).
Questo ha portato alla realizzazione di un autoinnesto dell’epidermide espanso in 
coltura oggi presente in commercio: Epicel ( De Bie., 2007 ).
De Luca et al. ( 2006 ) hanno utilizzato EGF ( Epidermal growth factor ) insieme a 
fattori di crescita forniti da fibroblasti murini per conservare le colture di cheratinociti a  
lungo termine.
Grazie ai trapianti di cellule epiteliali originarie dalla pelle della cornea, sono arrivati  
alla conclusione che nell’innesto è presente un adeguato pool di cellule staminali: si può 
così spiegare questo processo rigenerativo.
Espansione in coltura di Condrociti Autologhi:
Come per i cheratinociti autologhi, sono state espanse in coltura anche popolazioni di 
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condrociti autologhi.
Questo ha portato all'immissione in commercio di prodotti per le riparazioni della 
cartilagine ( Manfredini et al., 2007 ).
Espansione in coltura di Cellule Staminali HSC:
Le cellule staminali più utilizzate per l'espansione in coltura sono quelle del sistema 
ematopoietico ( cellule HSC ), provenienti dal midollo osseo rosso e dal sangue del 
cordone ombelicale.
Queste cellule staminali, dopo espansione in coltura, servono da precursori a tutte le 
cellule sanguigne, inclusi gli eritrociti, i megacariociti e i componenti dell'immunità  
innata e acquisita ( Bryder et al., 2006; Seita and Weissman., 2010 ).
Possibili applicazioni delle HSC riguardano il trattamento di patologie come la leucemia 
e l'anemia aplastica.
Tuttavia, occorre specificare che le cellule del midollo osseo dotate di self-renewal a 
lungo termine e in grado di ricostituire completamente il sistema ematopoietico sono 
rare, soltanto lo 0,02% delle cellule nucleate ( Kent et al., 2009; Bonnefoix and 
Callanan., 2010 ) e, nonostante la loro notevole capacità proliferativa ( Cao et al., 2004; 
Gazit et al., 2008; Notta et al., 2011 ), risulta ancora difficile coltivarle mantenendo la 
loro “staminalità”.
Alcuni fattori di crescita, citochine e “piccole molecole” possono portare ad 
un'espansione fino a 1000 volte maggiore delle cellule staminali e progenitrici 
ematopoietiche che continuano ad esprimere il marker di superficie CD34, quindi non 
differenziate.
Il marker di superficie CD34 è un antigene che identifica tutte le cellule staminali  
ematopoietiche e le cellule progenitrici del midollo osseo.
Tale antigene risulta assente nei precursori midollari morfologicamente identificabili e  
nelle cellule circolanti del sangue periferico; per questo motivo il CD34 è considerato 
un marcatore specifico dello stadio maturativo, ma non di linea differenziata.
Un mezzo di coltura ben definito, contenente un insieme di fattori proteici incluso il  
fattore ANGPTL5 ( Angiopoietin-like protein 5 ), può aumentare di circa 20 volte 
l’espansione delle cellule staminali ematopoietiche estratte dal cordone ombelicale  
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umano ( Drake et al., 2011 ).
Lo stesso obiettivo può essere raggiunto tramite l'utilizzo di una “piccola” molecola 
purinica, dal nome SR1 ( StemRegenin 1 ) ( Figura 11 ) ( Boitano et al., 2010 ), un 
antagonista dei recettori AhR ( Aryl Hydrocarbon Receptor ).
Figura 11. Struttura chimica della molecola SR1 (StemRegenin 1).
Formula chimica C24H23N5OS . ( Cellagentech.com )
Infine, sistemi di coltura sofisticati e automatizzati riducono l’esposizione delle 
staminali a segnali inibitori paracrini da parte di cellule figlie più differenziate,  
facilitando l’espansione a lungo termine delle staminali ematopoietiche ( Csaszar et al.,  
2012 ).
Espansione in Coltura di Cellule Staminali e progenitrici Neurali:
Anche le cellule staminali e progenitrici neurali possono essere espanse in coltura ed 
essere utilizzate per scopi di Medicina Rigenerativa.
Weiss et al. ( 1996 ) hanno scoperto che le cellule staminali possono essere isolate dal 
sistema nervoso centrale dei mammiferi non solo durante lo sviluppo fetale, ma anche 
durante la vita adulta.
Le cellule staminali neurali ( cellule NSC ), se coltivate in mezzi privi di siero 
contenenti EGF ( Epidermal growth factor ) e bFGF ( Basic Fibroblast growth factor ), 
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si espandono in aggregati sferici e possono dare origine a neuroni, cellule gliali e 
oligodendrociti ( Gage., 2000; Bergstrom and Forsberg-Nilsson, 2012 ).
Esse, inoltre, rendono possibile la neurogenesi, che in alcune zone del cervello dura per 
tutta la vita.
In futuro, queste cellule staminali possono portare allo sviluppo di terapie per patologie 
neurodegenerative, come il morbo di Alzheimer, la sclerosi amiotrofica laterale, il  
morbo di Parkinson, la degenerazione maculare dovuta all'età, danni al midollo spinale 
e paralisi cerebrale ( Feng and Gao, 2012; Glass et al., 2012; Luan et al., 2012; Politis 
and Lindvall, 2012; Riley et al., 2012; Sandner et al., 2012 ).
I primi studi di fase I di cellule staminali e progenitrici neurali sono già iniziati:
La StemCell Inc. ha avviato quattro studi clinici su HuCNS-SC per la cura della 
malattia di Batten ( un disordine lisosomiale ), nonostante gli studi siano stati poi 
interrotti a causa di un insufficiente numero di pazienti arruolati.
Per HuCNS-SC ( Human central nervous system stem cells for neurological diseases ) 
si intende una popolazione di cellule staminali purificate che derivano dal sistema 
nervoso fetale umano e presentano proprietà neuroprotettive.
Queste cellule sopravvivono a lungo termine e migrano nelle strutture profonde del 
cervello.
Per questi motivi sono state utilizzate in alcuni studi clinici, come nel trattamento della  
AMD ( Age-Related Macular Degeneration ), NCL ( Neuronal ceroid-lipofuscinoses ), 
nella malattia di Pelizaeus-Merzbacher e nelle lesioni a carico del midollo spinale.
B.   Mobilizzazione di cellule staminali o progenitrici da porzioni di tessuto 
endogeno
Se dopo la mobilizzazione delle cellule staminali o progenitrici da porzioni di tessuto 
endogeno queste vengono reclutate nelle zone di tessuto danneggiato, il contributo alla 
Medicina Rigenerativa può essere davvero elevato ( Christ et al., 2013 ).
Sono stati scoperti alcuni fattori di crescita e citochine in grado di promuovere la 
proliferazione delle staminali ed il loro rinnovo automatico, sia durante la fase di 
sviluppo, sia durante il normale turnover tissutale:
• Tra queste molecole vi è il fattore di crescita SCF ( stem cell factor ) e altre molecole 
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che fanno parte di importanti famiglie di fattori implicati in vie di segnalazione 
coinvolte nello sviluppo, tra cui Wnt, Notch e Hedgehog.
Il recettore per il fattore di crescita delle cellule staminali è il recettore KIT ad attività  
tirosin-kinasica, codificato dal proto-oncogene c-kit.
Il recettore KIT viene normalmente espresso sulla membrana citoplasmatica delle 
cellule ematopoietiche e dei mastociti di molte specie animali.
Le glicoproteine Wnt, invece, agiscono come molecole segnale in grado di attivare più 
vie intracellulari, tra cui la via Wnt/Beta-catenina, importante per la regolazione della 
proliferazione e sopravvivenza cellulare.
La via di trasduzione del segnale Wnt rappresenta un meccanismo centrale di 
regolazione dell’espressione genica, altamente conservato nei vertebrati e negli 
invertebrati ( Figura 12 ).
Figura 12. Cascata di segnalazione Wnt.
( Klipp and Liebermeister BMC Neuroscience 2006 7( Suppl 1) : S10 doi:1 0.1186/ 1471-2202-7-S1-
S10 )
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Il recettore Notch, invece, è un eterodimero transmembrana costituito da un'estesa 
porzione extracellulare e da una porzione intracellulare più piccola, unite da un legame 
non covalente calcio dipendente.
Questo è un recettore di natura integrinica, ma oltre ad essere un recettore trans-
membrana è anche un fattore di trascrizione particolarmente espresso in cellule dotate di 
potenzialità staminale.
La via Notch è quindi una vera e propria via di segnale, così come la via Hedgehog.
Quest'ultima è coinvolta nei processi di differenziamento, rigenerazione ed omeostasi 
degli organi del tratto gastrointestinale ( Lees et al., 2005 ).
La cascata Hedgehog comprende tre possibili ligandi: Indian, Sonic  e Desert 
Hedgehog.
• Fattori con bersagli cellulari multipli possono avere effetti farmacologici selettivi,  
come la Pleiotropina, una citochina legante l’eparina che agisce sul recettore proteico 
Tirosina fosfatasi b/z.
Questa citochina aumenta la crescita delle fibre nervose e può regolare la proliferazione 
e la differenziazione delle cellule staminali embrionali ( ES ) e di altre cellule che  
derivano dai tre foglietti embrionali ( Deuel et al., 2002 ).
La somministrazione di Pleiotropina di origine ricombinante stimola selettivamente la  
guarigione del midollo osseo in topi irradiati e aumenta fino a 20 volte le cellule 
staminali a lungo termine del midollo ematopoietico ( Himburg et al., 2010 ).
• Lo stesso risultato può essere raggiunto tramite rilascio di un fattore pleiotropico in un 
sito specifico:
La famiglia delle Wnt è in grado di regolare la proliferazione e la differenziazione di  
molte categorie di cellule staminali e progenitrici, come quelle coinvolte nella  
formazione delle ossa.
Se si include la proteina Wnt 3 in vescicole liposomiali e si somministrano localmente 
in topi con difetti scheletrici, questa è in grado di promuovere la rigenerazione del 
tessuto osseo tramite proliferazione delle cellule progenitrici scheletriche e loro rapida 
differenziazione in osteoblasti ( Minear et al., 2010 ).
• G-CSF ( Granulocyte colony-stimulating factor ) è stato approvato dalla FDA ( Food 
and Drug Administration ) e messo in commercio con i nomi Filgrastim e 
Lenograstim ( Frampton et al., 1994 ), poiché in grado di stimolare le cellule HSC a 
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migrare da zone del midollo osseo per entrare nella circolazione.
Ciò rende possibili i trapianti di cellule staminali del midollo osseo rosso da donatori 
sani di midollo e, probabilmente, contribuisce anche alla guarigione del tessuto 
ematopoietico danneggiato.
• Una “piccola” molecola chiamata Plerixafor ( Mozobil; AMD3100 ) ( Figura 13 ) ha 
ricevuto l’autorizzazione all’immissione in commercio sia dal CHMP ( European 
committee for Medicinal Products for Human Use ) che dalla FDA ( Food and Drug 
Administration ).
Figura 13. Struttura chimica di Plerixafor (Mozobil). 
( Pharmacorama.com )
Plerixafor è particolarmente indicato in combinazione con G‐CSF per incrementare la 
mobilizzazione delle cellule staminali ematopoietiche al sangue periferico, per la  
raccolta e il trapianto autologo in pazienti con linfoma e mieloma multiplo con scarsa  
mobilizzazione cellulare ( Compendio Farmaceutico FARMADATI – aggiornato al n.82 
del 03.02.2012 ).
Il farmaco mobilita le HSC tramite un meccanismo d'azione particolare ( Brave et al.,  
2010 ):
Plerixafor, un derivato del Biciclam, interferisce con l’azione della chemochina SDF-1 ( 
stromal cell-derived factor 1) come antagonista reversibile sul suo recettore CXCR4.
L’attività farmacologica del Plerixafor è abbastanza specifica da spiazzare le cellule  
staminali ematopoietiche dalle porzioni del midollo osseo senza causare tossicità 
eccessiva.
• Il trapianto delle cellule staminali veicolate tramite il torrente circolatorio potrebbe  
essere migliore incorporando le cellule in un appropriato biomateriale, ad esempio un 
sistema a struttura definita. Questo biomateriale può essere migliorato con l'aggiunta di 
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fattori di crescita e di altre componenti della matrice extracellulare in grado di guidare la  
proliferazione e/o la differenziazione ( Turner et al., 2010 ).
Questa osservazione deriva da una dimostrazione che la veicolazione di farmaci in 
idrogeli ialuronici migliora moltissimo la ritenzione di cellule staminali epatiche  
( HpSC ) nel fegato, rendendo migliore l'attecchimento, la proliferazione e la 
vascolarizzazione ( Turner et al., 2013 ).
Innestare le cellule in una matrice idrogelica migliora così la riparazione tissutale e  
diminuisce il rischio per le cellule veicolate tramite il torrente circolatorio di essere  
intrappolate; in questo modo le cellule trapiantate possono sopravvivere e proliferare 
anche in siti distanti.
• Un articolo recente ha descritto un metodo per promuovere la rigenerazione ossea 
veicolando cellule staminali in un'area danneggiata, in questo caso cellule MSCs, con la 
co-somministrazione di un farmaco denominato LLP2A-Ale:
Le Cellule staminali mesenchimali ( MSCs ) sono le cellule precursori degli osteoblasti.
Il loro numero diminuisce con l'aumentare dell’età, con conseguente diminuzione 
dell’osteogenesi e aumento del rischio di osteoporosi.
Il trapianto delle sole MSCs esogene non permette il recupero cellulare della porzione 
giusta della struttura ossea; è necessario aggiungere un composto che faccia da ponte tra 
le MSCs e la superficie ossea.
Da una lista di peptidomimetici è stato selezionato il composto LLP2A ed è stato 
associato all’alendronato ( Ale ), un bifosfonato che si lega al tessuto osseo.
Il composto ottenuto è stato denominato LLP2A-Ale e, se trapiantato con MSC umane 
in topi affetti da immunodeficienza, stimola l’adesione e la ritenzione delle MSCs sulla 
superficie ossea, aumentando la formazione trabecolare e la massa ossea in qualche 
settimana.
L’alendronato è un farmaco comunemente utilizzato nei pazienti affetti da osteoporosi,  
ma da solo non risulta efficace alle basse dosi utilizzate in questi studi. Il composto 
coniugato, invece, è in grado di dirigere le MSCs endogene alla superficie dell’osso e a 
stimolare l’attività degli osteoblasti.
Il farmaco bifunzionale è in grado di prevenire l’osteopenia ( perdita del tessuto osseo 
con l'invecchiamento ) e, in topi femmina, previene la drastica perdita di tessuto osseo 
causata dalla privazione degli estrogeni dopo ovariectomia ( Guan et al., 2012 ).
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C.   Differenziazione a partire da cellule staminali multipotenti o unipotenti 
in linee cellulari specifiche
La somministrazione farmacologica di fattori di crescita e citochine può portare alla  
differenziazione di cellule staminali multipotenti o unipotenti in linee cellulari  
specifiche ( cellule differenziate ).
• I primi esempi commercialmente significativi sono l'EPO e il G-CSF.
EPO ( Erythropoietin ) ha come bersaglio le cellule precursori degli eritrociti.
La somministrazione di Eritropoietina umana di origine ricombinante promuove la 
crescita accelerata delle cellule rosse del sangue ( Faulds and Sorkin., 1989 ).
Questa molecola può essere utilizzata nella terapia dell'anemia ed è un noto dopante in 
grado di migliorare le performance degli atleti.
Il G-CSF ( Granulocyte colony-stimulating factor ), invece, ha come bersaglio i 
precursori specifici dei granulociti.
L'iniezione di G-CSF di origine ricombinante promuove la proliferazione accelerata dei 
granulociti per combattere le infezioni velocizzando la guarigione in casi di neutropenia,  
ad esempio dopo trattamento con agenti chemioterapici citotossici in pazienti affetti da  
neoplasie ( Frampton et al., 1994 ).
In entrambi i casi le cellule differenziate hanno un’aspettativa di vita limitata: gli  
eritrociti umani sopravvivono all’incirca 120 giorni e i granulociti inattivi meno di una 
settimana.
Inoltre, sia l’EPO che il G-CSF, non alterano in modo permanente l’equilibrio dei 
compartimenti dei precursori e delle cellule staminali nel midollo osseo, quindi i loro 
effetti sono solo passeggeri.
• Successivamente, sono stati messi in commercio due membri della grande famiglia 
delle proteine della morfogenesi ossea ( BMPs ): BMP-7 e BMP-2.
Le BMPs sono proteine importanti per indurre la proliferazione e la differenziazione 
delle cellule progenitrici ossee, incluse le cellule staminali mesenchimali ( cellule  
MSC ).
La proteina BMP-7 umana di tipo ricombinante, nota anche come “proteina 
osteogenica-1” o “eptotermina-alfa”, veicolata tramite un materiale spugnoso di 
collagene di tipo 1, ha ricevuto l’approvazione dalla FDA per i trattamenti delle fratture 
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delle ossa lunghe che non guariscono spontaneamente ( Friedlaender et al., 2001 ).
La proteina BMP-2 umana di tipo ricombinante, sempre veicolata tramite un materiale 
spugnoso di collagene di tipo 1, è stata messa in commercio per la terapia di alcune 
fratture, innesti dell'osso e procedure per la fusione spinale ( McKay et al., 2007 ).
Nonostante questi farmaci siano molto utilizzati ( solo negli Stati Uniti il mercato dei  
prodotti a base di BMPs raggiunge all’incirca un miliardo di dollari l'anno [ Burks and 
Nair., 2010 ] ), alcune importanti pubblicazioni hanno recentemente fatto notare i rischi 
di complicazioni in seguito alla terapia con BMPs, come la produzione di tessuto osseo 
ectopico ( Carragee et al., 2011; Mirza., 2011 ).
Infatti, la proteina BMP-2 è ottima nell'indurre rapidamente e irreversibilmente la neo-
formazione di cartilagine e di tessuto osseo, ma può anche causare la formazione di 
tessuto osseo ectopico indesiderato ( Noel et al., 2004 ).
Anche solo migliorare la veicolazione delle BMPs potrebbe portare dei benefici 
significativi: le BMPs possono essere veicolate localmente per mezzo di cellule 
geneticamente modificate ( Kimelman-Bleich et al., 2011 ) e l'utilizzo di materiali  
osteoconduttori può ridurre gli effetti collaterali.
A questo proposito è stato selezionato un nuovo biomateriale osteoconduttore da una 
lista di poli-beta-aminoesteri biodegradabili ( Brey et al., 2010; Brey et al., 2011 ).
• Sempre in campo ortopedico, il fattore di crescita NELL-1 ( NEL-like molecule-1 ) 
può essere somministrato da solo o in associazione con BMP-7 o BMP-2.
NELL-1 promuove la rigenerazione ossea e contemporaneamente blocca la 
differenziazione competitiva in adipociti ( Zhang et al., 2010; Zou et al., 2011; James et  
al., 2012; Zhu et al., 2011).
Esso, aumenta la formazione ossea in un gran numero di modelli di riparazione in vivo 
( Li et al., 2011; Siu et al., 2011; Zhang et al., 2011; Zhu et al., 2011 ).
• Anche i composti che amplificano il segnale delle proteine Wnt possono essere molto 
importanti per la Farmacologia Rigenerativa ortopedica:
Il fattore Wnt3a, pur essendo una proteina ad ampia attività, inglobato in liposomi e poi 
rilasciato localmente, induce la rigenerazione specifica dell'osso senza la formazione di 
tessuto osseo ectopico ( Minear et al., 2010 ).
La somministrazione della proteina Wnt3a umana di tipo ricombinante determina la 
migrazione delle cellule staminali e progenitrici alle aree danneggiate nel periostio e alla  
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cavità del midollo osseo.
In questo campo, oltre alle “piccole molecole” agoniste del segnale Wnt ( Gwak et al.,  
2012 ), si possono utilizzare anche “piccole molecole” antagoniste degli inibitori 
endogeni delle Wnt ( Agholme and Aspenberg., 2011 ).
D.   Differenziazione a partire da cellule staminali pluripotenti (Cellule ES o 
iPS) in linee cellulari specifiche
Le cellule staminali embrionali ( cellule ES ) sono particolarmente versatili perché sono 
cellule pluripotenti, in grado di dare origine a tutti i tipi cellulari presenti  
nell'organismo.
Le cellule staminali pluripotenti indotte ( cellule iPS ) sono cellule somatiche 
riprogrammate in cui si induce la pluripotenza tramite processi di induzione.
Sono molte le prove a testimoniare il fatto che le cellule ES o iPS possano dare origine 
ad una grande varietà di cellule differenziate ( specializzate ) ed i meccanismi 
molecolari alla base di questi processi iniziano ad essere noti ( Atkinson et al., 2013 ).
La differenziazione a partire da una cellula staminale pluripotente in una cellula  
differenziata richiede una serie di passaggi che corrispondono a delle vere e proprie 
pietre miliari nella morfogenesi complessa dei tessuti e degli organi maturi ( Christ et 
al., 2013 ).
L'approccio migliore è quello sequenziale:
Per prima cosa bisogna indurre le cellule pluripotenti a differenziarsi in uno dei tre 
foglietti embrionali ( ectoderma, mesoderma ed endoderma ) ( Murry and Keller., 
2008 ); successivamente, occorre identificare un mix di citochine e fattori di crescita 
necessari per promuovere ognuna della fasi sequenziali verso il tipo cellulare maturo 
desiderato.
Tuttavia, i limiti sono ancora molti:
• Per molte linee cellulari la differenziazione risulta incompleta o inefficace;
• I processi embrionali e fetali che normalmente avvengono in alcune settimane non 
possono essere ricreati perfettamente in laboratorio;
• Durante il processo di differenziamento cellulare possono verificarsi fallimenti nel 
raggiungere un normale fenotipo adulto, quindi le progenie differenziate possono 
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risultare parzialmente immature.
E' da sottolineare soprattutto il terzo punto.
Difatti, il team Baetge ( 2008 ) ha scoperto che, per generare cellule beta-pancreatiche a 
partire da cellule ES umane, dopo l’impianto in topi immunodeficienti, le progenie 
devono essere lasciate maturare per più di tre mesi ( Kroon et al., 2008 ).
Osservazioni simili riguardano gli epatociti che derivano da cellule staminali umane 
pluripotenti ( Snykers et al., 2009; DeLaForest et al., 2011 ).
Confronti analitici tra le cellule epatocito-simili ottenute dalle staminali ES umane con  
le autentiche cellule progenitrici del fegato hanno rilevato alcune differenze sostanziali  
( Funakoshi et al., 2011 ): tre settimane dopo la differenziazione in coltura di 
laboratorio, le cellule ES differenziate somigliano di più agli epatociti fetali umani di  
meno di 20 settimane di gestazione.
Uno studio recente ( Patterson et al., 2012 ) ha analizzato il processo di differenziazione 
in linee cellulari multiple rappresentanti tutti e tre i foglietti embrionali e, in nessun  
caso, la progenie derivante dalle ES e dalle iPS risulta identica alle cellule mature del  
tessuto corrispondente. Le cellule differenziate continuano ad esprimere un sottoinsieme 
di geni presente all'inizio dello sviluppo embrionale ( LIN28A, LIN28B, DPPA4 ) e 
mostrano le caratteristiche cellulari delle prime sei settimane di sviluppo fetale.
Nonostante i risultati rinforzino il valore e l'importanza delle cellule ES e iPS, 
l’immaturità della progenie è un fattore limitante per la loro applicazione nella  
Farmacologia Rigenerativa.
E.   Riprogrammazione genetica e farmacologica per generare cellule 
staminali pluripotenti indotte (Cellule iPS)
Dagli esperimenti di John Bertrand Gurdon sulle cellule staminali pluripotenti indotte 
( cellule iPS ), i cui studi sono stati premiati con il premio Nobel condiviso con Shinya 
Yamanaka nel 2012, sappiamo che il nucleo di una cellula di vertebrato differenziata 
( cellula somatica ) può essere riprogrammato ad uno stadio iniziale, simile a quello 
delle fasi precoci dello sviluppo embrionale.
Fù così clonato il primo vertebrato, un anfibio della specie Xenopus laevis ( Gurdon et 
al., 2003 ).
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Gurdon ha scoperto che, quando un nucleo viene trapiantato da una cellula dell'epitelio 
intestinale nel citoplasma di una cellula uovo anucleata, può svilupparsi un clone vitale 
di girino, dimostrando che la cellula somatica possiede un genoma intatto.
Yamanaka e Blau ( 2010 ) hanno scoperto che l'espressione di quattro fattori di 
trascrizione, noti come “fattori di pluripotenza” o ”fattori riprogrammanti”, contenuti in  
cellule embrionali, sono sufficienti per riprogrammare cellule somatiche differenziate ad 
uno stadio ES-simile, quindi pluripotenti indotte ( iPS ).
Lo stesso gruppo di ricercatori e quello di Thomson ( 2007 ) hanno confermato che la 
riprogrammazione di cellule umane può ripristinare lo stadio di pluripotenza ( Takahashi 
et al., 2007; Yu et al., 2007 ).
Queste scoperte hanno un'importanza enorme nel campo della Farmacologia 
Rigenerativa:  Le cellule iPS umane possono condurre alla creazione di terapie cellulari  
paziente-specifiche per qualsiasi linea cellulare e la perfetta istocompatibilità potrebbe  
evitare l'utilizzo di qualsiasi immunosoppressore ( Fairchild., 2009 ).
Quest'ultima ipotesi è stata sostenuta da alcuni studi che hanno utilizzato tessuti bovini 
clonati con tecniche di SCNT ( somatic cell nuclear transfer ) ( Lanza et al., 2002 ), ma 
successivamente è stata messa in dubbio da alcuni dati sperimentali ottenuti da cellule 
iPS murine ( Zhao et al., 2011 ).
La conclusione è questa: In pazienti con infezioni croniche, come epatiti o virus 
dell'immunodeficienza, le cellule devono essere munite di elementi genetici che 
proteggono da eventuali virus ( Kamata et al., 2010; Rahman et al., 2011 ) e, in caso di 
disordini genetici, le mutazioni devono essere corrette prima di riportare le cellule nel  
paziente ( Xu et al., 2009; Kazuki et al., 2010; Khan et al., 2010; Howden et al., 2011; 
Wong and Chiu., 2011 ).
Questo concetto può risultare più chiaro portando l'esempio di un paziente diabetico:
Egli può donare una piccola porzione di pelle, capello o sangue, per la 
riprogrammazione a cellule iPS; queste vengono espanse in coltura, indotte a 
differenziarsi in cellule pancreatiche di tipo beta e impiantate nel paziente per sostituire  
le sue cellule che producono insulina; nel paziente diabetico di tipo I, in aggiunta, si 
devono adottare delle precauzioni per contrastare l'attacco autoimmune che ha portato 
alla distruzione delle sue cellule beta-pancreatiche.
Alcune cellule differenziate possono essere riprogrammate a cellule iPS tramite 
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esposizione a quattro fattori di trascrizione: nelle prime sperimentazioni venivano 
veicolati quattro specifici geni ai fibroblasti per ristabilire lo stadio di pluripotenza 
( OCT-4/ SOX-2/ KLF-4/ C-MYC oppure OCT-4/ SOX-2/ NANOG/ LIN-28 ) ( Yu et 
al. , 2007 ).
Tuttavia, nel corso del processo di riprogrammazione si osserva che quasi tutte le cellule 
trattate si bloccano, senza riuscire a portare a termine la riprogrammazione stessa.
Un gruppo di ricerca del Weizmann Institute a Rehovot, in Israele, ha scoperto che è una 
singola proteina a frenare la riprogrammazione delle cellule adulte in cellule iPS, la  
proteina MBD3.
Sopprimendo l'espressione di questa proteina, l'efficacia del processo di 
riprogrammazione aumenta dall'1% al 90-100% e le quattro settimane necessarie al 
completamento del processo si riducono ad appena 8 giorni.
La MBD3 ha la funzione di reprimere la trascrizione delle proteine e, a differenza delle 
altre proteine dell'organismo, non viene prodotta in cellule specifiche, in momenti 
specifici, ma viene sintetizzata in ogni cellula del corpo e in ogni fase di sviluppo, 
eccetto i primi tre giorni dopo il concepimento, ovvero il periodo in cui l'embrione è 
composto solamente da cellule staminali totipotenti ( Rais et al., 2013 ).
Secondo Rais et al. ( 2013 ), la procedura classica ( senza l'inibizione di MBD3 ) è 
inefficiente perchè i quattro fattori di riprogrammazione attivano la proteina MBD3 
inducendola a sopprimere l'espressione dei geni che i fattori di riprogrammazione 
tentano di riattivare per riprogrammare le cellule allo stadio di pluripotenza.
Il confronto tra i risultati del processo di riprogrammazione classico con quello nuovo, 
dopo 6 giorni di incubazione, sono mostrati in Figura 14:
Figura 14. Confronto tra i risultati del processo di riprogrammazione classico/nuovo dopo 6 
giorni di incubazione: A sinistra il metodo classico, a destra quello nuovo. In rosso le cellule che 
non si sono differenziate, in giallo quelle divenute pluripotenti.
( Cortesia J. Hanna / Weizmann Institute )
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Uno studio sui topi geneticamente modificati ha dimostrato che la riprogrammazione 
delle cellule staminali adulte in cellule iPS può essere effettuata anche in vivo, evitando 
di prelevarle dall'organismo, trattarle in provetta per poi trapiantarle nuovamente 
nell'organismo di partenza ( Abad et al., 2013 ).
Le cellule staminali ottenute in vivo non sono solo pluripotenti, ma addirittura 
totipotenti.
Questa caratteristica le rende ancora più simili alle cellule staminali embrionali di  
quanto non lo siano le iPS prodotte in vitro.
A differenza delle staminali indotte con la tecnica in provetta, quelle ottenute in vivo,  
sono in grado di produrre il tessuto necessario al nutrimento dell'embrione in fase di 
crescita, il trofoblasto, ovvero la popolazione cellulare che da origine alla placenta 
( Figura 15 ). 
Figura 15. Trofoblasto prodotto dalle staminali ottenute in vivo. 
( Source/Corbis )
Grazie ai risultati ottenuti in questi studi, è ragionevole affermare che le cellule iPS 
rappresentano uno strumento ideale per la sperimentazione di future terapie cellulari 
rigenerative paziente-specifiche.
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In merito alle tecniche di riprogrammazione delle cellule somatiche allo stadio di  
pluripotenza, vale la pena citare due articoli molto recenti, pubblicati il 30 Gennaio 
2014 su “Nature” da Haruko Obokata e colleghi del Centro Riken per la Biologia dello 
sviluppo di Kobe, in Giappone.
Obokata e Colleghi riferiscono i risultati di un nuovo metodo di riprogrammazione che 
prende il nome di “Riprogrammazione STAP”, ovvero il processo di “acquisizione di 
pluripotenza innescata dallo stimolo” ( Stimulus-triggered acquisition of pluripotency ).
Il gruppo di ricercatori ha utilizzato una proteina reporter, che emette fluorescenza 
quando si attiva un gene associato alla pluripotenza, per monitorare una coltura di 
globuli bianchi sottoposti ad uno stimolo ben definito, come l'esposizione ad una 
soluzione con basso pH.
Dopo un breve periodo, i globuli bianchi attivano il gene reporter di pluripotenza e 
presentano marker genetici tipici delle cellule embrionali.
Le cellule raccolte ed analizzate sono state denominate cellule STAP e possono dare 
origine, insieme ad altre cellule embrionali, a chimere di topo.
Le chimere ( Figura 16 ) sono topi composti sia da cellule originate dall'embrione sia da 
cellule STAP.
Figura 16. Feto di chimera.
( Cortesia Haruko Obokata )
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Prima di questo studio si riteneva che la produzione di chimere fosse un'esclusiva delle 
cellule staminali ES ed iPS, da cui le cellule STAP differiscono per due importanti 
caratteristiche:
• Non presentano la capacità di self-renewel;
• Possono sopravvivere in coltura solo per pochi giorni.
Nel primo articolo pubblicato su Nature, gli autori dimostrano che trasferendo le cellule 
STAP nelle stesse condizioni di coltura utilizzate per le staminali pluripotenti, le STAP 
iniziano a proliferare ed acquisiscono le caratteristiche strutturali e i marker diagnostici  
delle cellule staminali embrionali.
Sembra quasi che le cellule STAP siano delle cellule intermedie riprogrammate in modo 
parziale ( Obokata et al., 2014a ).
Nel secondo articolo, si analizzano le chimere originate dalle STAP ed emerge la 
capacità di queste cellule di colonizzare gli strati extraembrionali dei trofoblasti,  
caratteristica che si osserva solo raramente nelle chimere prodotte a partire da ES ed iPS 
( Obokata et al., 2014b ).
Queste recenti scoperte pongono l'attenzione sulle ampie potenzialità di utilizzo delle  
cellule STAP nel contesto della medicina rigenerativa, anche perchè il processo di 
riprogrammazione STAP, a differenza della riprogrammazione iPS, non richiede alcuna 
manipolazione del nucleo, né l'utilizzo di fattori di trascrizione.
Al momento, resta comunque da inquadrare le cellule STAP nel contesto delle 
conoscenze sulle cellule staminali e, a tal proposito, Obokata e colleghi avanzano tre 
ipotesi:
• Lo stato STAP rappresenta lo stadio dello sviluppo che precede la segregazione delle 
linee cellulari embrionali da quelle extraembrionali;
• Le STAP sono un misto di cellule predisposte per il differenziamento verso la linea 
cellulare embrionale o, viceversa, verso quella extraembrionale;
• Le STAP sono cellule sintetiche indifferenziate in cui, in particolari circostanze 
ambientali, si attivano i geni per il differenziamento cellulare.
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V.   Possibili Farmaci futuri: “Piccole molecole” Riprogrammanti
L'obiettivo della Farmacologia Rigenerativa è quello di ottenere cellule pluripotenti che  
assomiglino più da vicino alle cellule delle prime fasi embrionali.
L'attenzione si è quindi focalizzata sul potenziale riprogrammante di alcune “piccole  
molecole”.
Questi potenziali farmaci possono rimpiazzare alcuni o perfino tutti i fattori di 
trascrizione attualmente utilizzati e sembrano in grado di rendere la riprogrammazione 
più efficiente, completa, accurata e sicura rispetto ai normali fattori di trascrizione 
riprogrammanti ( Shi et al., 2008; Ichida et al., 2009; Lyssiotis et al., 2009; Desponts 
and Ding., 2010; Wang et al., 2011b ).
• Tra le “piccole molecole” riprogrammanti sono inclusi composti che influenzano 
target noti per la regolazione epigenetica, come inibitori dell'Istone-deacetilasi, Istone-
metiltransferasi, Istone-demetilasi ed inibitori della DNA metiltransferasi ( Sidhu., 
2011; Yuan et al., 2011a; Choi and Nam., 2012 ).
• L'utilizzo di una “piccola molecola” denominata AMI-5 ( inibitrice dell'Arginina 
metiltransferasi ) insieme ad un inibitore del fattore di crescita TGF-beta (Transforming 
growth factor beta ), rende possibile la riprogrammazione farmacologica allo stadio di 
pluripotenza utilizzando OCT-4 ( Octamer-binding transcription factor 4 ) come 
singolo fattore genetico ( Yuan et al., 2011b ).
OCT-4 è una proteina presente nelle cellule pluripotenti ed è coinvolta nell'auto-
rinnovamento delle cellule embrionali indifferenziate.
• Possono contribuire alla riprogrammazione farmacologica anche alcuni composti che 
influenzano determinate vie di segnalazione delle cellule, come inibitori della proteina  
Src ( proto-oncogene tyrosine-protein kinase ), inibitori della proteina MEK ( mitogen-
activated protein kinase kinase ) ed inibitori della proteina GSK3-beta ( Glycogen 
synthase kinase 3 beta ) ( Efe et al., 2011 ).
La proteina Src è una tirosina chinasi appartenente ad una sottofamiglia di nove proteine 
chinasi molto simili tra loro.
Essa ed i suoi omologhi contengono una corta regione N‐terminale che si lega 
covalentemente ad un acido grasso fortemente idrofobico.
La via di segnalazione Src, come mostra la Figura 17, svolge un ruolo importante nel 
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controllo del comportamento cellulare: induce la mitosi dei fattori di crescita, promuove 
le fasi G1 ed S del ciclo cellulare, stimola la migrazione e l'adesione cellulare.
Figura 17. Cascata di segnalazione Src.
( Biochim Biophys Acta 1602(2), M. Frame, Src in Cancer, 114-130, 2002 )
Per proteina MEK ( in realtà MEK1 e MEK2 ) si intende una serin-treonin-chinasi a 
specificità doppia, che fosforila la tirosina ed i residui di treonina delle chinasi ERK 1 
ed ERK 2.
La proteina MEK appartiene alla cascata di segnalazione Ras-Raf-MEK-ERK, illustrata 
in Figura 18, importante per la crescita e la trasformazione cellulare, i cambiamenti  
morfologici e la regolazione del ciclo cellulare.
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Figura 18. Cascata di segnalazione Ras-Raf-MEK-ERK:
La forma attivata di Ras ( Ras-GTP ) attiva la cascata Raf1- Mek1/2-Erk1/2.
La cascata Ras-Raf-MEK-ERK gioca un ruolo centrale nella regolazione della crescita e della 
proliferazione cellulare.
( Short interfering RNAs as a tool for cancer gene therapy, Marta Izquierdo )
La proteina GSK3-beta, invece, gioca un ruolo importante nella cascata di segnalazione 
Wnt/beta-catenina.
Questa proteina viene reclutata per fosforilare dei residui di serina e treonina ( serina 
33/37, treonina 41/45) sulla beta-catenina funzionando da regolatore negativo del 
pathway ( Rubinfeld et al., 1996 ).
Queste fosforilazioni consentono il riconoscimento della beta-catenina da parte di 
alcune proteine che mediano la sua degradazione a livello del proteosoma, come la 
proteina Beta-TRCP ( beta-Transducin repeat containing protein )  ( Kitagawa et al., 
1999; Winston et al., 1999).
Il pathway della proteina GSK3-beta è illustrato in Figura 19:
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Figura 19. Via di segnalazione del GSK3-beta.
( SABiosciences.com )
In particolare, un potente inibitore della proteina GSK3beta, dal nome CHIR99021, è in 
grado di attivare fortemente le vie di segnalazione che coinvolgono le proteine segnale 
Wnt.
Per questo motivo CHIR99021 ( Figura 20 ) ha fornito utili risultati nella cura del 
morbo di Parkinson e nel campo delle patologie cardiovascolari.
Difatti, la “piccola molecola” permette il differenziamento delle cellule del  
50
mesencefalo, generate da cellule iPS, nei neuroni dopaminergici che degenerano nel 
morbo di Parkinson.
Questi neuroni sopravvivono e funzionano bene se innestati nel cervello di alcuni 
modelli animali, di cui i più importanti sono i primati non umani Parkinsoniani (  
Parkinsonian Nonhuman Primates  ) ( Kriks et al., 2011 ).
Nel campo delle patologie cardiovascolari, invece, la stimolazione delle proteine 
segnale Wnt-Beta contribuisce alla formazione del mesoderma e alla differenziazione di 
cellule ES e iPS in cardiomiociti.
La stimolazione del segnale Wnt-Beta si verifica tramite inibizione dell'enzima GSK3 
beta, di conseguenza, CHIR99021 promuove il differenziamento di cellule ES e iPS in 
cardiomiociti ( Lian et al., 2012).
Figura 20. Struttura chimica della molecola CHIR99021: 6- [[2- [[4- (2, 4- dichlorophenyl)- 5-  
(5-  methyl-  1H-  imidazol-  2-  yl)-  2  pyrimidinyl]amino]ethyl]amino]-  3-  pyridinecarbonitrile.  
Formula chimica: C22H18Cl2N8. ( Stemgent. Com )
• L'attenzione si è poi focalizzata su alcune molecole in grado di facilitare la 
conservazione delle cellule pluripotenti, in modo da semplificarne la coltivazione su 
larga scala. In particolare, si può prevenire la morte per apoptosi delle cellule ES ed iPS 
differenziate per mezzo di inibitori della ROCK ( Rho-associated protein kinase ).
Rho è un regolatore della forma e del movimento cellulare che agisce tramite la 
modulazione del citoscheletro  ( Watanabe et al., 2007; Harb et al., 2008; Koyanagi et 
al., 2008 ) ed è fondamentale per la crescita cellulare, l'adesione, la migrazione, il  
metabolismo ed il meccanismo contrattile ( Riento and Ridley., 2003 ). Questa proteina, 
inoltre, attiva la cascata di segnalazione delle caspasi innescando l'apoptosi, il suicidio 
cellulare.
Di norma, subito dopo il differenziamento completo delle cellule ES ed iPS in singole 
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linee cellulari, si induce immediatamente la loro apoptosi; in questo senso, i ROCK 
inibitori specifici, come Y-27632 ( Uehata et al., 1997; Ishizaki et al., 2000 ) e HA-1077 
( Fasudil ) ( Asano et al., 1989 ) hanno suscitato parecchio interesse consentendo alle 
cellule staminali pluripotenti indotte, una volta differenziate, di sfuggire all'apoptosi.
Il primo, un derivato piridinico, è stato utilizzato in svariate applicazioni di ricerca sulle  
cellule staminali per promuovere la loro espansione, crioconservazione, trasferimento 
genico, induzione alla differenziazione e selezione cellulare ( Figura 21 ).
Figura  21. Struttura  chimica  di  Y-27632:  [(R)-(ﬂ)-trans-N-(4-pyridyl)-4-(1-aminoethyl)-
cyclohexanecarboxamidedihydrochloride  monohydrate].  (  Kurosawa  et  al.,  2012:Application  of  
Rho-associated protein kinase ( ROCK ) inhibitor to human pluripotent cells )
Come mostra la Figura 22, l' apoptosi delle cellule ES è causata dalla iperattivazione 
ROCK-dipendente della miosina:
Nelle cellule ES separate, la perdita di E-caderina, una molecola che media l'adesione 
tra le cellule epiteliali, attiva immediatamente questo sistema a cascata di segnalazione 
Rho/ROCK/Miosina, causando l'iperattivazione della miosina ed, infine, l'apoptosi 
( Ohgushi and Sasai., 2011 ).
Y-27632 antagonizza l'azione della ROCK sulla miosina, quindi blocca la cascata di 
segnalazione evitando l'apoptosi delle cellule differenziate.
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Figura 22. Meccanismo d'azione di Y-27632 e cascata di segnalazione Rho/ROCK/Miosina.
( Kurosawa et al., 2012: Application of Rho-associated protein kinase ( ROCK ) inhibitor to human 
pluripotent stem cells )
Chen et al. ( 2010 ) hanno suggerito che la contrazione actina-miosina sia un 
meccanismo importante per promuovere la morte delle cellule ES dissociate e,  
interrompendo questo processo, la sopravvivenza cellulare può essere decisamente 
migliorata.
Quando viene fosforilata la catena leggera della miosina ( MLC ) si attiva la contrazione 
actina-miosina: questo fenomeno è inversamente proporzionale alla concentrazione di 
Y-27632.
In conclusione, l'inibizione della ROCK riduce la fosforilazione della MLC e, di 
conseguenza, l'inibizione della contrazione actina-miosina aumenta la sopravvivenza,  
l'efficienza e la produzione su larga scala delle cellule embrionali staminali.
• Un effetto ancora più diretto sulla pluripotenza è esercitato dalla “piccola molecola” 
EHNA ( Figura 23 ) e da alcuni suoi analoghi di sintesi.
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Figura 23. Struttura chimica del composto EHNA (erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenine).
( Sigmaaldrich.com )
Questo composto rende possibile la crescita a lungo termine delle cellule ES umane 
bloccando la differenziazione e, se rimossa, permette la rapida riacquisizione del 
potenziale di differenziazione ( Burton et al., 2010a ).
EHNA presenta una duplice attività:
Essa Inibisce la PDE2 ( Phosphodiesterase 2 ) e l'enzima ADA ( Adenosine 
deaminase ), ma altri inibitori selettivi di questi enzimi non hanno lo stesso effetto 
biologico sulle cellule pluripotenti.
Questo suggerisce la presenza di un bersaglio molecolare ancora da determinare 
( Burton et al., 2010b ).
Difatti, è stato dimostrato che l'inibizione del differenziamento cellulare da parte di  
EHNA non è dovuto né all'attività inibitoria sull'enzima PDE2, nè a quella sull'enzima 
ADA.
Questa “piccola molecola”, inoltre, può sostituire il fattore di crescita bFGF esogeno, 
spesso utilizzato per  conservare le cellule staminali pluripotenti umane.
Difatti, è stato scoperto un modo per bloccare la differenziazione spontanea delle cellule 
ES, senza la presenza di citochine esogene, con il solo utilizzo di EHNA:
Le cellule ES in presenza di EHNA, per più di dieci passaggi, non hanno mostrato 
alcuna riduzione di marcatori propri dello stato indifferenziato ( NANOG/OCT-
4/SSEA-4 ), analogamente a quanto succede in presenza del fattore di crescita bFGF.
Ciò dimostra che questo composto mantiene intatta l'espressione dei marcatori di 
pluripotenza nelle cellule staminali embrionali umane, anche in assenza di bFGF 
esogeno.
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EHNA inibisce il processo di differenziazione spontanea in modo reversibile, poiché, 
dopo la sua rimozione, le cellule ES riprendono immediatamente a differenziarsi.
EHNA agisce inoltre da forte bloccante del differenziamento neuronale.
Dall'analisi della struttura chimica di questo composto è stato definito il gruppo 
farmacoforo: la porzione Adenina-mimetica avente come sostituente sull'azoto in 
posizione 9 una lunga catena idrofobica.
Sono stati sintetizzati alcuni analoghi con attività comparabile a quella dell'EHNA e la 
loro capacità di bloccare il differenziamento delle cellule ES umane li rende utili per la  
manipolazione di queste cellule ( Burton et al., 2010b ) ( Figura 24 ).
Figura 24. Struttura chimica della molecola EHNA e dei suoi analoghi di sintesi:
Gli analoghi sintetici presentano il gruppo farmacoforo Adenina-mimetico sostituito sull'atomo di  
Azoto da una lunga catena idrofobica.
( Burton et al.,  2010: EHNA blocks differentiation and mantains the expression of Pluripotency  
markers in human embryonic stem cells )
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VI.   Farmacologia Rigenerativa e Morbo di Parkinson
Il Morbo di Parkinson è una malattia neurodegenerativa caratterizzata da disordini del 
movimento e dell'equilibrio.
Il nome è legato a James Parkinson, un farmacista chirurgo Londinese del XIX secolo, 
che per primo descrisse gran parte dei sintomi in un famoso libretto:  "Trattato sulla 
paralisi agitante".
Il Morbo di Parkinson è una malattia lenta ma progressiva, che colpisce entrambi i sessi.
L'età media di esordio è intorno ai 58-60 anni, ma circa il 5% dei pazienti può 
presentare un esordio giovanile tra i 21 ed i 40 anni.
La durata della fase preclinica ( periodo di tempo che intercorre tra l'inizio della  
degenerazione neuronale e l'esordio dei sintomi motori ) non è nota, ma alcuni studi la 
datano intorno a 5 anni.
Le cause della malattia non sono ancora chiare, ma sappiamo che ci sono molteplici 
elementi che concorrono al suo sviluppo, in particolare hanno un ruolo fondamentale 
alcuni processi patologici come l'infiammazione, le disfunzioni mitocondriali, lo stress 
ossidativo, i meccanismi pro-apoptotici e l'accumulo di proteine tossiche ( Moore et al,. 
2005; Shulman et al., 2011 ).
Una delle alterazioni maggiori nel morbo di Parkinson consiste nella progressiva 
degenerazione e perdita dei neuroni dopaminergici della via nigro-striatale ( Dauer and 
Przedborski., 2003; Lees et al., 2009; Shulman et al., 2011 ).
Come conseguenza, la produzione di dopamina cala consistentemente e quando si 
manifestano i primi sintomi la perdita cellulare è di oltre il 60%.
Come mostra la Figura 25, le strutture coinvolte nel Morbo di Parkinson si trovano 
nelle aree profonde del cervello e le modificazioni nell'organizzazione funzionale dei  
circuiti dei gangli basali porta al tipico quadro patologico del Morbo di Parkinson 
( Moore et al., 2005 ).
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Figura 25. Le vie centrali che interessano il morbo di Parkinson:
Dalla substantia nigra le fibre arrivano fino allo striato ( Putamen + Caudato).
La via Nigro-striatale si impoverisce e ne consegue uno squilibrio anche nelle altre vie.
( Lidow MS, et al. TIPS 1998;19:136-40 )
Ad oggi, i trattamenti per il Morbo di Parkinson si focalizzano sull'alleviamento dei 
sintomi, soprattutto per mezzo di terapie dopamino-sostitutive, terapie sistemiche e non 
personalizzate.
In molti casi non si stimolano selettivamente i gangli della base, di conseguenza si ha la 
produzione indiscriminata di dopamina e gli effetti collaterali indesiderati possono 
essere gravi ( Hickey and Stacy., 2011 ).
L'approccio sintomatico della Farmacologia tradizionale presenta quindi numerosi limiti  
( Lees et al., 2009; Hickey and Stacy., 2011 ) ed è qui che interviene la Farmacologia 
Rigenerativa, tramite terapia con cellule staminali o terapia genica.
Terapia a base di Cellule Staminali:
Le terapie a base di cellule staminali sono di due tipi e, in entrambi i casi, le cellule sono 
utilizzate come veicoli per rilasciare gli agenti terapeutici.
La prima terapia a base di staminali incrementa i livelli di dopamina nel corpo striato  
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sostituendo le cellule dopaminergiche perse con cellule staminali esogene trapiantate.
In questo modo le cellule staminali sono la fonte diretta di dopamina.
La seconda terapia, invece, ha come obiettivo la neuroprotezione e la 
neurorigenerazione:
Le cellule impiantate sono veicoli di agenti neuroprotettivi in grado di preservare i  
neuroni vitali.
Nel secondo caso la Farmacologia mantiene, ripristina o rigenera la fonte cellulare 
endogena di dopamina in modo indiretto ( Christ et al., 2013 ).
Le cellule staminali studiate nei modelli sia umani che animali con Morbo di Parkinson 
comprendono le cellule staminali embrionali ( ES ) ( Freed et al., 2001; Kim et al.,  
2002; Lindvall and Kokaia, 2009 ), le cellule staminali pluripotenti indotte ( iPS ) 
( Wernig et al., 2008 ), le cellule staminali neurali adulte e fetali ( NSC ) ( Hermann et 
al., 2006; Schwarz et al., 2006 ), le cellule staminali mesenchimali ( MSCs ) ( Hellmann 
et al., 2006; Cova et al., 2010 ) ed infine, le cellule staminali del liquido amniotico 
( AFS ) ( Donaldson et al., 2009 ).
Tuttavia, al momento, nessuno studio ha ottenuto risultati soddisfacenti riguardo la 
differenziazione delle MSCs e delle AFS in neuroni dopaminergici.
Un'interessante applicazione di Farmacologia Rigenerativa prevede che alcuni 
progenitori neurali, generati da cellule iPS, siano indotti a differenziarsi nei neuroni 
dopaminergici che degenerano nel Morbo di Parkinson. Il composto CHIR99021 può 
essere usato per queste applicazioni di Farmacologia Rigenerativa a base di Cellule 
Staminali.
Tuttavia, un grande ostacolo che si è presentato nel corso delle sperimentazioni è 
l'immunogenicità, ovvero la possibilità che le cellule staminali trapiantate inneschino 
una grave risposta immunitaria nell'ospite, fino al rigetto delle stesse cellule staminali.
Asuka Morizane, del CiRA ( Center for iPS Cell Research and Application ) 
dell'Università di Kyoto, ha effettuato uno studio su alcuni esemplari di macaco 
cinomologo ( Macaca Fascicularis ) e ha stabilito che il trapianto di cellule staminali è 
ben tollerato solo quando è di tipo autologo, cioè quando le cellule provengono dallo 
stesso organismo in cui sono state trapiantate.
Morizane et al. ( 2013 ) hanno effettuato un confronto diretto tra trapianto autologo e 
trapianto allogenico ( non autologo ) di neuroni dopaminergici ( ottenuti in vitro a 
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partire da iPS ) senza l'utilizzo di immunosoppressori.
Gli esemplari di macaco sono rimasti in osservazione per tre mesi e i risultati dello 
studio sono schematizzati in Figura 26: le scimmie sottoposte a trapianto allogenico 
hanno mostrato una reazione immunitaria molto evidente; quelle sottoposte a trapianto 
autologo, invece, non hanno manifestato nessuna risposta immunitaria.
Figura 26. Confronto tra trapianto autologo e allogenico di neuroni dopaminergici in 
esemplari di macaco cinomologo: Risposta immunitaria ( in rosso ) e sopravvivenza dei neuroni 
dopaminergici ( in blu ).
( Morizane et al., 2013 Stem Cell Reports, Volume 1, Issue 4, 283-292, 26 September 2013 )
Terapia Genica:
La terapia genica rappresenta una strategia alternativa per ripristinare la capacità del  
cervello di rilasciare dopamina o agenti neuroprotettivi/neurorigenerativi nel nucleo 
striato. 
Geni che codificano per enzimi sintetizzanti la dopamina o geni codificanti per fattori di  
crescita, molecole antiossidanti o sostanze antiapoptotiche, vengono impacchettati in 
vettori virali e successivamente impiantati nella zona intrastriatale ( Muramatsu et al.,  
2003 ).
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In particolare, il vettore virale più utilizzato per il suo profilo di sicurezza e per la sua 
facilità di utilizzo è il vettore AAV ( Adeno-associated virus ) ( Ozawa et al., 2000; 
Bankiewicz et al., 2006 ), attualmente il più usato nelle sperimentazioni cliniche di fase  
I e di fase II ( Hickey and Stacy., 2011 ).
L'iniezione intrastriatale di una miscela a tre componenti di TH ( Tyrosine 
Hydroxilase ), AADC ( Aromatic l-amino acid decarboxylase )  e GTPCH ( GTP 
Ciclohydrolase I ), per mezzo del vettore AAV in topi con deficit di 6-OHDA  ( 6-
Hydroxydopamine ), stimola la produzione di dopamina per un periodo superiore a 12 
mesi dall'intervento ( Shen et al., 2000 ).
Lo stesso gruppo di ricerca ha confermato questi risultati nei modelli di studio su 
primati affetti da Morbo di Parkinson, in cui l'aumento nella produzione di dopamina è 
superiore ad un periodo di 10 mesi dall'intervento ( Muramatsu et al., 2002 ).
L'enzima AADC appartiene alla classe delle Liasi e comprende un certo numero di 
enzimi diversi, tra questi l'enzima Dopa decarbossilasi, che interviene nel processo di 
sintesi della Dopamina convertendo il suo precursore Levodopa ( L-DOPA ) in 
Dopamina stessa.
Molti farmaci tradizionali per la cura del Morbo di Parkinson sono inibitori dell'enzima 
Dopa decarbossilasi ( come la Benserazide ) e vengono somministrati in associazione 
alla L-DOPA, come Madopar ( L-DOPA + Benserazide ).
Più recentemente, Muramatsu et al. ( 2010 ) hanno veicolato il gene codificante per 
AADC ( gene DDC ) per mezzo del vettore AAV, tramite iniezione nel putamen di sei 
pazienti affetti da Morbo di Parkinson.
I risultati sono stati osservati con la tomografia ad emissione di positroni, tramite 
utilizzo di un marker per AADC:
Sei mesi dopo l'intervento le funzioni motorie sono notevolmente migliorate e l'aumento 
dell'attività del marker per AADC è rimasto invariato per ben 96 settimane.
Se l'obiettivo è stimolare un processo di neuroprotezione e neurorigenerazione, invece, 
il vettore AAV può veicolare fattori di crescita neurotrofici in grado di aumentare la  
sopravvivenza dei neuroni dopaminergici nel mesencefalo, tra questi il fattore GDNF ( 
Glial cell-derived neurotrophic factor ) appartenente alla stessa famiglia del fattore di 
crescita NGF ( Nerve growth factor ) ( Lindsay et al., 1991; Lin et al., 1993 ).
Infatti, l'infusione di GDNF con il vettore AAV in roditori e primati affetti da Morbo di 
60
Parkinson garantisce protezione e rigenerazione nervosa ( Kirik et al., 2004; 
Ramaswamy et al., 2009; Aron and Klein., 2011 ).
Sostituendo GDNF con il suo analogo naturale, la Neuroturina ( NTN ), gli effetti 
protettivi coinvolgono i neuroni dopaminergici della substantia-nigra per un periodo 
superiore a 6 mesi dal trattamento ( Gasmi et al., 2007a,b ).
Ad oggi, nonostante i risultati siano particolarmente apprezzabili, non siamo 
effettivamente in grado di stabilire la definitiva attività neuroprotettiva di GDNT e NTN 
poiché i loro studi nei pazienti affetti da Morbo di Parkinson sono rimasti inconclusi 
( Gill et al., 2003; Nutt et al., 2003; Lang et al., 2006; Bartus et al., 2011 ).
Un ulteriore studio innovativo consiste nella veicolazione del gene che codifica per 
l'enzima GAD ( Glutamate decarboxylase ) in pazienti di età compresa tra i 30 ed i 75 
anni affetti da Morbo di Parkinson progressivo rispondente a trattamento con L-DOPA 
( LeWitt et al., 2011 ).
L'enzima GAD catalizza la sintesi di GABA ( Gamma-AminoButyric Acid ) a partire 
dall'Acido Glutammico.
Il GABA è il principale neurotrasmettitore inibitorio del Sistema Nervoso Centrale e il  
suo aumento in concentrazione a livello del nucleo subtalamico migliora le funzioni dei  
gangli basali con notevoli effetti Neuroprotettivi.
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VII.   Rigenerazione Cardiaca
Il cuore è l'organo principale del sistema cardiocircolatorio, un muscolo cavo grande 
poco più di un pugno chiuso che spinge il sangue all'interno dei vasi per essere 
trasportato in ogni distretto dell'organismo.
Il cuore si trova all'interno del torace, nel mediastino, cioè la parte centrale della cavità  
toracica, compresa tra il polmone destro e quello sinistro.
La sua attività è garantita dal Miocardio ( il muscolo del cuore ) e dagli stimoli elettrici  
che originano nel cuore stesso ( tessuto di conduzione ).
Questo organo origina embriologicamente dal Mesoderma ed è formato da quattro 
cavità ( due atri e due ventricoli ) separate da setti e valvole e dalle quali si dipartono e  
arrivano arterie e vene del circolo polmonare sistemico.
Le malattie cardiovascolari sono la prima causa di morte in Europa secondo una ricerca 
epidemiologica promossa dall'Unione Europea nell'ambito del progetto EUROCISS ( 
European Cardiovascular Indicators Surveillance Set ) per la prevenzione delle malattie 
del cuore e dei vasi ( Azzani et al., 2008 ).
Il cuore è il primo organo che si differenzia nei vertebrati ed il Turnover del muscolo 
cardiaco adulto è estremamente limitato.
Le cellule che costituiscono il tessuto muscolare del Miocardio sono i Cardiomiociti.
La grande sfida per la Farmacologia Rigenerativa consiste nel sostituire cardiomiociti  
danneggiati o morti, con cardiomiociti sani originati da cellule staminali, in grado di  
pulsare e di salvare la vita a molti pazienti ( Gersh et al., 2009; Bartunek et al., 2010 ).
La possibilità di indurre la pluripotenza nelle cellule somatiche ha aperto la strada alla  
Medicina rigenerativa cardiovascolare grazie alla successiva differenziazione delle 
cellule ES ed iPS in cardiomiociti.
Come per le altre linee cellulari, i risultati migliori si ottengono sfruttando un approccio 
sequenziale ( Kattman et al., 2011 ):
1) Induzione del Mesoderma
2) Induzione del Mesoderma Cardiaco
3) Induzione dei progenitori cardiaci/cardiovascolari
4) Induzione dei Cardiomiociti
Tuttavia, ancora una volta, le difficoltà da affrontare sono molte:
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• I Cardiomiociti ottenuti sono in grado di pulsare, ma parzialmente immaturi;
• Alcuni passaggi del processo di differenziazione non sono ancora chiari;
• I precursori dei cardiomiociti devono differenziarsi in un numero molto elevato di 
sottotipi cellulari ( Cardiomiociti del ventricolo sinistro, cellule della muscolatura liscia  
ed endoteliali, cellule del nodo senoatriale e atrioventricolare... ).
Ciò nonostante, la Farmacologia Rigenerativa è in fase attiva di sperimentazione e i  
progressi sono davvero incoraggianti.
Negli ultimi anni la ricerca scientifica sta tentando di realizzare dei vasi sanguigni a  
partire dalle cellule staminali umane, per sostituirli a quelli danneggiati.
All'Università di Pittsburgh, in Pennsylvania, un gruppo di ricercatori sta studiando la 
crescita dei vasi sanguigni su intelaiature di materiale polimerico che, dopo aver svolto 
il compito di supporto, si sciolgono in modo naturale.
Questi vasi hanno fornito risultati incoraggianti in modelli di sperimentazione murini e 
presto saranno sperimentati sui maiali, animali che presentano caratteristiche ancora più 
simili all'uomo ( Azzani et al., 2008 ).
Uno studio condotto da Tung-Ying Lu e colleghi del dipartimento di biologia dello 
sviluppo dell'Università di Pittsburgh utilizza una nuova tecnica di ingegnerizzazione 
che prevede la coltivazione delle cellule staminali iPS su un'impalcatura costituita da un 
cuore di ratto “decellularizzato”.
Nello studio si dimostra come le cellule iPS, da cui sono stati derivati i progenitori 
cardiovascolari multipotenti, possono essere indotte a differenziarsi in tessuto cardiaco 
funzionale, aprendo la strada alla realizzazione di organi artificiali in grado di sostituire  
quelli naturali danneggiati.
La tecnica di decellularizzazione consiste nella rimozione della componente cellulare,  
mantenendo intatta la matrice extracellulare.
Dopo 20 giorni di perfusione sanguigna, le strutture bioartificiali ottenute rispondono ai 
farmaci utilizzati per stimolare il battito cardiaco, mostrano contrazioni spontanee e  
caratteristiche elettrofisiologiche tipiche di un cuore naturale ( Lu et al., 2013 ).
Altri risultati sorprendenti derivano, invece, da alcuni studi che dimostrano come 
determinate citochine, fattori di crescita o “piccole molecole” siano capaci di modulare  
il processo di sintesi di cardiomiociti a partire da cellule staminali pluripotenti:
• Alcune “piccole molecole” sono in grado di indurre la differenziazione di cellule 
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staminali totipotenti in cardiomiociti, ad esempio i quattro composti diaminopiridinici  
che prendono il nome di Cardiogenoli A-B-C-D.
In particolare, il Cardiogenolo C ( Hydrochloride ) induce la formazione di un fenotipo 
cardiomiocita-simile a partire da cellule staminali pluripotenti generate dai follicoli  
piliferi murini ( Yau et al., 2011 ).
Il Cardiogenolo C ( Figura 27 ), così come la “piccola molecola” CHIR99021, deve la 
sua efficacia alla stimolazione del pathway Wnt, in particolare la via Wnt/Beta-catenina.
Figura 27. Struttura chimica del Cardiogenolo C:
2-[[2-[(4-Methoxyphenyl)amino]-4-pyrimidinyl]amino]ethanol Hydrochloride.
Formula chimica: C12H15ClN4O2. 
( trc-canada.com )
Il meccanismo d'azione di questi due composti è apparentemente in contrasto con quello 
di un'altra “piccola molecola” : XAV 939 ( Figura 28 )






Difatti, XAV 939 aumenta fortemente la produzione di cardiomiociti a partire dalle  
cellule progenitrici del mesoderma inibendo il segnale Wnt ( Wang et al., 2011a ), non 
tramite la sua stimolazione.
Questa incongruenza può essere chiarita grazie alla spiegazione del ruolo bifasico che la 
cascata di segnalazione Wnt ha nel processo di differenziazione cardiaca:
Inizialmente il segnale Wnt promuove l'induzione del mesoderma, successivamente fa 
esattamente l'opposto ( Paige et al., 2010 ).
Di conseguenza, per ottenere i giusti risultati, la somministrazione di queste tre 
molecole deve rispettare delle tempistiche ben precise.
• La “piccola molecola” 62 HIT, che inibisce il recettore di EGF ( Epidermal growth  
factor ), aumenta di circa 3 volte la sintesi dei cardiomiociti a partire da cellule ES 
( Shen et al., 2012a ).
Ciò nonostante, altri composti che inibiscono questo recettore non mostrano la stessa 
attività sulle cellule ES.
Questo suggerisce che il composto 62 HIT sia attivo su un bersaglio molecolare ancora 
da identificare.
•  Lo studio di Chan et al. ( 2010 ) dimostra la capacità di FGF-10 ( Fibroblast growth  
factor 10 ) di promuovere la differenziazione di cellule ES in cardiomiociti.
Il gruppo di ricercatori è giunto a questa conclusione utilizzando anticorpi monoclonali 
diretti contro lo stesso FGF-10.
• Un ulteriore studio è quello schematizzato in Figura 29:
La sovraespressione dei fattori di trascrizione OSKM ( Oct4/Sox2/Klf4/c-Myc ) 
determina la differenziazione di una cellula somatica in cardiomiociti, tramite  
isolamento delle cellule iPS ( Takahashi and Yamanaka.,  2006 ).
Nel secondo esempio, la sovraespressione degli stessi fattori, addizionati ad un inibitore 
della via di segnalazione JAK-STAT ( JAKi ), determina la riprogrammazione parziale 
della cellula somatica, senza isolare le cellule iPS, arrestandosi ad uno stadio pre-iPS. 
Questo metodo di differenziazione cardiaca è più rapido ed efficiente rispetto al 
precedente ( Efe et al., 2011 ).
La via di segnalazione JAK-STAT regola le risposte cellulari alle citochine e ai fattori di  
crescita; tale via svolge un ruolo centrale nella decisione del destino cellulare e nella  
modulazione dei processi di proliferazione, differenziazione ed apoptosi.
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Tramite le proteine JAKs e le proteine STATs si traduce il segnale generato dalle 
citochine e dai fattori di crescita e, nel nucleo cellulare, si modifica l'espressione genica.
Con l'aggiunta dell'inibitore JAKi, si blocca il segnale generato dalle citochine e dai 
fattori di crescita, quindi ci si arresta ad uno stadio pre-iPS.
Il terzo esempio mostra un metodo di riprogrammazione ancora più diretto, rapido ed 
efficace rispetto ai precedenti: con la sovraespressione dei fattori di trascrizione cardiaci  
GATA4/MEF2C/TBX5 nella cellula somatica, si ottengono direttamente dei 
cardiomiociti, senza entrare nello stadio di pluripotenza.
Grazie a questo protocollo di riprogrammazione diretta, le cellule cardiache murine,  
diverse dai miociti, possono essere riprogrammate direttamente in vivo a cardiomiociti e  
non è necessario prelevarle dall'organismo e trattarle in provetta per poi trapiantarle 
nuovamente nell'organismo di provenienza ( Riprogrammazione in vivo ) ( Srivastava et 
al., 2012 ).
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Figura 29. Esempi di strategie di Rigenerazione Cardiaca in vitro ed in vivo:
I Cardiomiociti si ottengono a partire da cellule iPS mediante trattamento in vitro con diverse 
citochine e fattori di crescita cardiaci.
I fattori OSKM (Oct4/Sox2/Klf4/c-Myc) determinano la riprogrammazione e la differenziazione 
delle cellule somatiche in cardiomiociti ( a sinistra ).
Gli stessi fattori addizionati all'inibitore della via di segnalazione JAK-STAT (JAKi), determinano 
una riprogrammazione parziale ( a destra ).
Infine, un metodo di riprogrammazione diretto, più rapido ed efficace, utilizza i fattori di 
trascrizione cardiaci GATA4/MEF2C/TBX5 e può essere sfruttato per la riprogrammazione in vivo 
( al centro ).
( Iglesias-Garcia et al., 2013: Induced pluripotent stem cells as a new strategy for cardiac 
regeneration and disease modelling )
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VIII.   Cellule staminali Mesenchimali ( MSCs )
Le Cellule Staminali Mesenchimali ( MSCs ) sono una popolazione di cellule staminali 
con elevata capacità proliferativa e potenziale di differenziazione multilineare.
Esse vengono ampiamente studiate perchè sono facili da isolare da tessuti diversi e sono 
in grado di differenziarsi in cellule di organi differenti ( Chiu and Rao., 2011; Dhara et 
al., 2011; Caplan., 2013 ); questo le rende ottime candidate per la terapia cellulare e 
applicazioni di Medicina Rigenerativa.
Le MSCs derivano principalmente dal mesoderma, il foglietto embrionale intermedio 
che si differenzia intorno al terzo mese di gestazione e da cui originano i tessuti 
connettivi dell'organismo.
Il tessuto mesenchimale è costituito da un'abbondante matrice extracellulare in cui sono 
immerse le cellule mesenchimali; questo tessuto garantisce il supporto strutturale alle 
cellule e regola il traffico cellulare attraverso i tessuti.
Le MSCs possono originare anche da alcune porzioni degli altri foglietti embrionali, 
come ad esempio l'ectoderma della cresta neurale e l'endoderma della placca precordale 
(Ambrosi et al., 2001 ).
Ad oggi, si distinguono due popolazioni di MSCs:
La prima è localizzata nel midollo osseo; la seconda in alcune zone periferiche quali il  
tessuto adiposo, le ghiandole salivari, il tendine, la pelle, il muscolo, il legamento 
parodontale, il polmone e la lamina propria dell'intestino ( Powell et al., 2011 ).
Le MSCs, anche dopo espansione in vitro, mantengono l'espressione di alcuni markers 
di superficie come il CD73, CD90 e CD105 ( Lama et al., 2007 ).
Questi markers sono uniformemente espressi sulle MSCs isolate da tessuti di origine 
diversa ( Majumdar et al., 2003; Vogel et al., 2003 ).
Le MSCs sono in grado di differenziarsi in cellule di origine mesenchimale, come 
osteociti, condrociti, adipociti e altre cellule del tessuto scheletrico ( Pittenger et al.,  
1999 ), ma anche in cellule di origine non mesodermica quali cellule epiteliali della cute  
e del tubo digerente, del fegato e del polmone ( Reyes et al., 2001; Dennis and 
Charbord., 2002 ) ( Figura 30 ).
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Figura 30. Linee cellulari derivanti da Cellule Staminali Mesenchimali.
( From Caplan and Bruder, TIMM 7:259 )
Le Cellule Staminali Mesenchimali possiedono alcune caratteristiche uniche che le 
rendono utili per la modulazione farmacologica della rigenerazione degli organi e dei  
tessuti ( Porada and Almeida-Porada., 2010 ).
Queste, dopo essere iniettate, raggiungono e si ancorano all'area di tessuto lesa, in 
particolare alle regione ipossiche, apoptotiche ed infiammate.
Successivamente, rilasciano alcuni fattori trofici quali citochine, chemochine e fattori di  
crescita, che stimolano il processo di rigenerazione endogena e modulano le risposte 
immunitarie.
Le MSCs inibiscono i processi di apoptosi, proteggono e riparano i tessuti tramite 
meccanismi paracrini, stimolano il reclutamento, la proliferazione e la differenziazione  
delle cellule staminali nei tessuti ( Joyce et al., 2010 ).
Tali cellule, inoltre, contribuiscono al mantenimento dell'omeostasi dei tessuti 
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danneggiati stimolando l'angiogenesi ( Lazennec and Jorgensen., 2008; Uccelli et al., 
2008 ).
Difatti, uno studio effettuato su un cuore danneggiato ha messo in luce le loro proprietà 
riparative e rigenerative del miocardio stimolando la crescita di nuovi vasi ( Huang et 
al., 2009 ).
Queste cellule, una volta a contatto con il tessuto danneggiato, stimolano la secrezione 
di alcuni fattori di crescita, quali VEGF ( Vascular endothelial growth factor ) e bFGF 
( Basic Fibroblast growth factor ), che inducono la formazione di nuovi vasi e 
migliorano la densità capillare, ripristinando il flusso sanguigno nella regione infartuata 
( Li et al., 2009 ).
Le MSCs, inoltre, inibiscono la sintesi e la deposizione di collagene nel cuore e 
rilasciano alcuni fattori paracrini che stimolano i fibroblasti cardiaci a secernere delle  
metalloproteinasi che inducono la degradazione della matrice fibrosa.
Questo suggerisce che le MSCs non solo riducono il danno tessutale, ma contribuiscono 
anche alla guarigione vera e propria di alcuni organi come il cuore e il fegato ( Porada 
and Almeida-Porada., 2010 ).
In questo contesto, le Cellule Staminali Mesenchimali sono utili alla Farmacologia 
Rigenerativa come “fabbriche” per rilasciare fattori trofici o fattori immunosoppressivi 
o antiinfiammatori.
Le MSCs possono essere sfruttate anche come mezzi di veicolazione per la 
Farmacologia Rigenerativa, in grado di rilasciare agenti farmacologici promotori della  
rigenerazione delle funzionalità degli organi e dei tessuti ( Mooney and Vandenburgh., 
2008 ).
La capacità delle MSCs di migrare in vivo nei tessuti bersaglio suggerisce il loro 
potenziale uso come sistema di veicolazione cellulare per una grande varietà di 
molecole bioattive ( Brink et al., 2012 ).
Da recenti studi sulle aritmie cardiache è emerso che le cellule MSCs prelevate dal 
midollo osseo umano che esprimono le connessine e possono formare gap junctions nel 
cuore, possono essere geneticamente modificate per esprimere un canale ionico 
richiesto, impiantate e funzionare da “pacemaker biologico” ( Brink and Cohen., 2013 ).
Per “connessine” si intende le proteine che costituiscono le giunzioni che collegano le 
cellule, chiamate “gap junctions”. Queste giunzioni sono formate dai connessoni, 
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costituite da sei molecole di connessine che circondano un canale acquoso centrale.
Le MSCs, se somministrate in vivo, hanno la capacità di accumularsi non solo in 
corrispondenza di organi o tessuti danneggiati ed infiammati, ma anche di localizzarsi 
nei tessuti cancerosi ( Studeny et al., 2002, 2004; Hall et al., 2007 ).
Queste cellule staminali sembrano possedere la capacità di “percepire” la massa 
tumorale in formazione, migrare verso il tumore e contribuire alla formazione dello 
stroma tumorale ( Hall et al., 2007 ). Quest'attività può essere sfruttata in vivo per 
veicolare alla massa tumorale agenti anticancro ( Studeny et al., 2002, 2004; Hall et al.,  
2007; Hu et al., 2012 ).
Tuttavia, il ruolo delle Cellule Staminali Mesenchimali nello sviluppo tumorale è ancora  
molto controverso e verrà approfondito nel paragrafo successivo.
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IX.   Farmacologia Rigenerativa e Cancro
I tumori colpiscono organi o tessuti diversi e presentano cause diverse.
Indipendentemente dal tessuto/organo coinvolto, ogni tumore è caratterizzato da un 
accrescimento anomalo, determinato da una proliferazione incontrollata delle cellule.
La cellula tumorale, a differenza di quella sana, si divide anche quando non dovrebbe e 
genera un numero enorme di altre cellule con lo stesso difetto di controllo.
La trasformazione di una cellula da normale a tumorale è un processo lungo ed implica 
importanti trasformazioni del codice genetico che prendono il nome di “mutazioni  
somatiche” ( Azzani et al., 2008 ).
La Farmacologia Tradizionale si basa sull'utilizzo di farmaci Chemioterapici.
I chemioterapici sono farmaci capaci di inibire la crescita incontrollata ed eccessiva 
delle cellule tumorali.
Essi vengono anche definiti farmaci “antiproliferativi” o “antiblastici”.
I Chemioterapici agiscono in modo diverso a seconda del tipo: alcuni arrestano la 
proliferazione delle cellule tumorali, altri ne provocano la morte, altri ancora fanno 
entrambe le cose.
I chemioterapici, però, non agiscono solo nei confronti delle cellule tumorali, ma 
colpiscono tutte le cellule dell'organismo in rapida proliferazione, comprese quelle sane.
Questo è un limite significativo della Farmacologia Tradizionale e, ancora un volta, il  
punto di partenza della Farmacologia Rigenerativa, i cui migliori risultati, al momento,  
arrivano dalla Terapia Genica o da terapie a base di Cellule Staminali Mesenchimali.
Terapia Genica a base di Cellule Staminali Ematopoietiche:
Uno studio molto recente  ( Escobar et al., 2014 ) ha dimostrato che una terapia genica a 
base di staminali ematopoietiche può essere efficace non solo nel trattamento di alcune 
malattie genetiche ( come la Leucodistrofia Metacromatica e la Sindrome di Wiskott-
Aldrich ), ma anche nella cura del tumore mammario e delle sue metastasi.
Lo studio di Luigi Naldini, direttore dell'Istituto San Raffaele Telethon per la Terapia 
Genica, è stato pubblicato su “Science Translational Medicine” ( 1 Gennaio 2014 ).
Questa terapia consiste in una tecnica di trasferimento genico e di ingegnerizzazione 
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delle cellule del sangue ( i macrofagi ) al trattamento dei tumori.
Le cellule staminali ematopoietiche del paziente vengono corrette geneticamente  
mediante l'introduzione del gene Interferone alpha con l'uso di vettori virali 
( Lentivirali ).
Il gene scelto è quello responsabile dell'attività antitumorale nella progenie.
L'interferone alpha fa parte della famiglia degli Interferoni ed è una molecola 
normalmente prodotta dal nostro organismo in risposta alle infezioni, dotata inoltre di 
una potente attività antitumorale.
I meccanismi antitumorali dell'interferone alpha non sono ancora chiari e possono 
essere molteplici, come l'induzione della morte delle cellule tumorali oppure la  
stimolazione della risposta immunitaria contro il tumore.
L'interferone alpha, tuttavia, presenta una tossicità elevata, di conseguenza il suo 
utilizzo per via sistemica è limitato.
I ricercatori hanno inoculato nei pazienti cellule staminali ematopoietiche, usando come 
vettore una versione dell'HIV ( Human Immunodeficiency Virus ).
Questa tecnica è stata ideata nel 1996 proprio da Luigi Naldini.
Egli aveva intuito come il virus dell'HIV, opportunamente modificato, potesse essere 
efficace per trasportare i geni all'interno delle cellule.
I vettori Lentivirali sono Lentivirus appartenenti alla famiglia Retroviridae e conservano 
al loro interno solo il 10% della sequenza originaria di HIV.
Grazie al loro utilizzo è stato possibile correggere le cellule staminali ematopoietiche  
prelevate dal midollo osseo dei pazienti.
Il vettore lentivirale viene modificato in modo da assicurare che l'interferone alpha si 
accumuli solo nel tumore, evitando gli effetti tossici della somministrazione sistemica 
sull'organismo.
Il gene antitumorale si attiva solamente in una specifica frazione di cellule differenziate  
del sangue, ovvero i macrofagi che derivano dalle staminali ematopoietiche che, durante 
il processo di proliferazione tumorale, vengono richiamati dal circolo sanguigno ai 
tumori, dove svolgono un'azione che favorisce la proliferazione della massa tumorale.
Quando l'interferone raggiunge la massa tumorale riprogramma il micro-ambiente del 
tumore da una condizione che favoriva la crescita tumorale, ad una condizione ostile.
Il rilascio mirato dell'Interferone alpha esercita quindi una duplice azione contro il  
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cancro:
1) L'azione antitumorale è selettiva. Si evitano gli effetti sistemici.
2) I Macrofagi vengono riprogrammati da cellule che stimolavano la proliferazione 
tumorale a cellule con attività antitumorale ( Figura 31 ).
Figura 31. Macrofago che attacca tre cellule tumorali.
( Science VU/W. J. Johnson/Visuals Unlimited/Corbis ) 
Questo studio è risultato efficace nel bloccare la crescita del tumore mammario e delle 
sue metastasi in modelli murini e, ricreato un sistema ematopoietico umano nel topo, si  
dimostra che la terapia è sicura ed efficace nell'inibire la crescita anche di un tumore 
umano ( Escobar et al., 2014 ).
Terapia a base di Cellule Staminali Mesenchimali:
Come già accennato nel paragrafo precedente, anche le Cellule Staminali Mesenchimali  
( MSCs ) possono essere sfruttate come veicolo di agenti antitumorali, grazie alla loro 
capacità di “percepire” la massa tumorale e migrare verso di essa ( Studeny et al., 2002; 
Loebinger et al., 2009 ).
In realtà, non è ancora chiaro se le MSCs supportino o sopprimano la crescita del 
tumore, di conseguenza è ancora difficile capire il loro significato preciso nello sviluppo 
tumorale.
Ad oggi, le ipotesi sono due e del tutto contrastanti tra loro:
1) Le MSCs sopprimono la proliferazione tumorale
2) Le MSCs supportano la proliferazione tumorale
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1) Le MSCs sopprimono la proliferazione tumorale:
Molte prove sperimentali sostengono il potenziale terapeutico delle MSCs nei confronti 
di diversi tipi di tumori, come il carcinoma epatocellulare ( Gao et al., 2010 ), tumori  
cerebrali ( Nakamizo et al., 2005 ) e sarcomi ( Khakoo et al., 2006 ).
Sembra che l'effetto antitumorale si realizzi tramite la modulazione della via di  
segnalazione AKT.
Nello specifico, la somministrazione contemporanea di MSCs e di cellule provenienti da 
una linea cellulare di tumore cerebrale ( glioma ) determina una riduzione significativa  
del volume del tumore e della sua densità vascolare ( Ho et al., 2013 ).
AKT ( Protein Kinase B ) è una serina-treonina chinasi del peso di 57 KDa ( Franke et 
al., 2003 ) appartenente alla via di trasduzione del segnale PI3K/AKT/mTOR, illustrata 
in Figura 32.
Figura 32. Via di segnalazione PI3K/AKT/mTOR.
( Nature Reviews Molecular Cell Biology 13, 283-296 (May 2012) doi:10.1038/nrm3330 )
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La cascata di segnalazione PI3K/AKT/mTOR ha un ruolo chiave nella proliferazione 
cellulare, nella progressione del ciclo cellulare, nell’apoptosi e nel metabolismo delle  
cellule.
Attualmente si stanno sviluppando molti farmaci antitumorali con bersaglio la via di 
segnalazione PI3K/AKT/mTOR, quali inibitori di PI3K, inibitori AKT ed inibitori del 
recettore mTOR, sia allosterici ( come la Rapamicina ), che inibitori del sito catalitico.
In particolare,  AKT viene direttamente attivata da PI3K ed è l'effettore maggiormente 
coinvolto nell’insorgenza e nello sviluppo di neoplasie ( Engelman et al., 2006 ).
Il significato della via di segnalazione PI3K/AKT/mTOR spiega l'efficacia delle MSCs 
nei trattamenti antitumorali.
Altri studi hanno descritto la possibilità di utilizzare le MSCs nelle tecniche di 
trasferimento genico come veicolo di agenti antitumorali, grazie alla loro capacità di  
produrre molecole anti-cancro, come il TNF ( Tumor necrosis factor ), TRAIL ( TNF-
Related Apoptosis-Inducing Ligand ) e l'interferone beta ( Nakamizo et al., 2005; 
Loebinger et al., 2009; Grisendi et al., 2010 ).
In particolare, TRAIL fa parte della superfamiglia di citochine del TNF.
Queste citochine rivestono un ruolo importante nella regolazione dell'apoptosi, nella 
risposta immunitaria e nell’infiammazione ( Vaccarezza et al., 2007 ).
I Ligandi e i recettori della superfamiglia del TNF, tra cui TRAIL, sono trasduttori del 
segnale ed influenzano lo sviluppo, l’omeostasi e le risposte adattative di molte cellule e 
tessuti.
Nello specifico, TRAIL risulta capace di indurre l'apoptosi delle cellule tumorali, ma 
non di quelle sane; questo ha suggerito il suo possibile utilizzo come agente terapeutico 
antitumorale ( Baetu and Hiscott., 2002 ).
Questi studi dimostrano la possibilità delle MSCs di sopprimere la proliferazione della 
massa tumorale.
2) Le MSCs supportano la proliferazione tumorale:
Alcuni modelli sperimentali hanno descritto l'abilità delle MSCs di promuovere la 
proliferazione tumorale tramite modulazione immunitaria ( Karnoub et al., 2007 ).
I ricercatori degli Istituti di genetica e biofisica di Napoli ( Igb-Cnr ) e per le 
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applicazioni del calcolo di Roma ( Iac-Cnr ), in collaborazione con Ifom di Milano ( 
Institute of Molecular Oncology Foundation ), hanno identificato un regolatore della 
motilità delle MSCs, cioè il meccanismo che permette il loro movimento ed invasione 
dei tessuti.
Ad innescare questo è la L-Prolina, un aminoacido non essenziale che induce particolari 
cambiamenti epigenetici che modificano l'espressione genica, innescando nelle cellule  
MSCs un processo di EMT ( Epithelial to Mesenchymal Transition ), ovvero il 
meccanismo con cui le cellule tumorali perdono le loro caratteristiche epiteliali e  
acquisiscono le proprietà migratorie mesenchimali; in questo modo le cellule maligne 
della massa tumorale diventano più invasive e in grado di diffondere nell’organismo 
formando metastasi a distanza. Il processo EMT è illustrato in Figura 33.
Figura 33. Meccanismo di trasformazione EMT ( Epithelial to Mesenchymal Transition ).
( Von Gise A and Pu WT Circulation Research., 2012;110:1628-1645)
Il processo di trasformazione EMT viene regolato dal micro-ambiente della cellula, in 
particolar modo dalla matrice extracellulare che è molto ricca di collagene, una proteina  
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costituita prevalentemente dall'aminoacido Prolina.
Durante l'accrescimento della massa tumorale si verifica la degradazione della matrice  
extracellulare e, di conseguenza, si rende disponibile la Prolina che, appunto, modifica 
l'espressione dei geni, senza modificare le sequenze di DNA delle cellule.
Grazie allo studio di Comes et al. ( 2013 ), siamo a conoscenza del meccanismo che 
permette ad una cellula MSC di acquisire la capacità di movimento e di invasione dei 
tessuti generando le metastasi ( Figura 34 ). 
Figura 34. Il ruolo della L-Prolina nel processo EMT: L'invasività aumenta all'aumentare della 
concentrazione di L-Prolina, fino all'insorgenza del teratoma. Il fenomeno è inversamente 
proporzionale alla concentrazione di vitamica C ( Acido Ascorbico ).
( Comes et al., 2013: Stem Cell Reports, Volume 1, Issue 4, 07-321, 10 October 2013 Copyright © 
2013 The Authors 10.1016/j.stemcr.2013.09.001 ) 
A favore di questa ipotesi, Karnoub et al. ( 2007 ) hanno riscontrato che la 
somministrazione contemporanea di MSCs e di cellule provenienti da una linea 
cellulare di tumore al seno determina un incremento nel numero di metastasi, pur non 
verificandosi un aumento significativo nella crescita locale del tumore.
Questo si evidenzia anche in altri tipi di tumori, come quello del colon, linfomi e 
melanomi ( Djouand et al., 2003; Ame-Thomas et al., 2007; Shinagawa et al., 2010 ).
Per cercare una risposta a questo fenomeno, Torsvik e colleghi ( 2010 ) suggeriscono 
che la proliferazione del tumore possa dipendere dalla contaminazione crociata tra 
Cellule Staminali Mesenchimali e cellule tumorali.
Secondo Klopp et al. ( 2011 ), l'aumento della massa tumorale osservata in questi 
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rapporti potrebbe essere correlato ad una trasformazione delle MSCs in vere e proprie 
cellule tumorali.
Le colture di Cellule Staminali Mesenchimali umane, in quanto cellule fortemente  
indifferenziate, potrebbero subire una trasformazione maligna spontanea e differenziarsi 
in cellule del tumore stesso, rendendolo ancora più aggressivo.
Difatti, nelle terapie rigenerative che utilizzano cellule staminali, le popolazioni cellulari  
differenziate, spesso, contengono ancora piccole quantità di cellule indifferenziate e, per 
questo motivo, possono dare il via allo sviluppo di tumori, in particolare di teratomi 
( tumori che si sviluppano dal tessuto embrionale ).
Diventa quindi fondamentale eliminare ogni residuo di cellule staminali pluripotenti  
dalle popolazioni cellulari impiegate a scopo terapeutico.
A questo proposito, lo studio di Ben-David et al. ( 2013 ) ha individuato una proteina, 
denominata Claudina-6,  presente esclusivamente sulla superficie delle cellule staminali  
pluripotenti umane.
Il gruppo di ricerca del Silberman Institute of Life Sciences della Hebrew University a 
Gerusalemme, in Israele, ha ideato tre diversi metodi di “pulizia” per riconoscere ed 
eliminare le cellule che esprimono questa proteina di superficie:
1) Utilizzo di un anticorpo selettivo contro la Claudina-6
2) Utilizzo di un anticorpo coniugato ad una citotossina, ovvero una sostanza in grado di 
danneggiare o distruggere la cellula
3) Utilizzo di un anticorpo coniugato ad una enterotossina, ovvera una proteina tossica 
per la cellula, prodotta dal batterio Clostridium Perfringens.
In tutti e tre i casi le terapie rigenerative risultano notevolmente più sicure ( Ben-David 
et al., 2013 ).
Variabili che influenzano i risultati:
Le variabili che, ad ogni sperimentazione, modulano il comportamento delle MSCs, 
sono:
• La scelta della popolazione di MSCs;
• La variabilità individuale del donatore di MSCs;
• La secrezione di specifiche molecole da parte delle cellule maligne ( Fattori di  
79
crescita, citochine, chemochine );
• La Modalità di inoculazione e la tempistica di somministrazione delle MSCs nel 
paziente;
• L'espressione variabile di alcuni recettori, come i recettori TLR ( Toll-like receptors ), 
durante i vari step del trattamento  ( Liotta et al., 2008 ).
[ Per recettori TLR si intende una famiglia di recettori molto importante nei processi di  
immunità innata; questi, tramite vie di segnalazione non ancora del tutto chiare,  
aumentano la produzione di citochine infiammatorie e di linfociti T-helper ].
Fra tutte le variabili che influenzano i risultati, la scelta della popolazione di MSCs da 
prelevare non è un fattore trascurabile.
Difatti, Brandau et al. ( 2010 ) hanno confrontato le MSCs del midollo osseo con quelle 
delle porzioni periferiche, suggerendo che le due popolazioni di Cellule Staminali non 
sono del tutto identiche.
Da Silva Meirelles e colleghi ( 2008 ) hanno posto l'attenzione sulle differenze nel grado 
di differenziazione tra le MSCs provenienti da tessuti diversi ed è emerso che quelle 
isolate dal midollo osseo possiedono una migliore “capacità vitale” all'interno della 
massa tumorale ( Hung et al., 2005; Nakamizo et al., 2005; Loebinger et al., 2009 ) 
rispetto alle MSCs prelevate dai tessuti periferici, quali il tessuto adiposo ( Grisendi et 
al., 2010 ) o il sangue del cordone ombelicale ( Hu et al., 2011 ).
Per “capacità vitale” si fa riferimento al termine inglese “Homing capacity”, ovvero la 
capacità delle Cellule Staminali Mesenchimali di migrare verso la massa tumorale e  
vivere al suo interno.
Grazie agli studi descritti, possiamo affermare che le MSCs possiedono la capacità di 
migrare verso i tessuti danneggiati, infiammati o tumorali e, in quest'ultimo caso, le 
possibilità sono due: sopprimere la crescita tumorale o, viceversa, supportarla e 
trasformarsi in cellule maligne.
Il percorso intrapreso può essere regolato e modulato da alcune molecole secrete dalle 
cellule tumorali quali citochine, chemochine e fattori di crescita.
Per esempio, le MSCs manifestano un comportamento invasivo nei confronti del 
glioma, nel quale viene fortemente espresso il fattore di crescita VEGF ( Vascular 
endothelial growth factor ).
Ritter et al. ( 2008 ) hanno riportato che VEGF stimola la migrazione delle MSCs al 
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tumore per mezzo del legame con i suoi recettori, che si trovano espressi sulla superficie 
delle MSCs.
Di conseguenza, l'utilizzo di anticorpi contro VEGF diminuisce il potere delle MSCs di 
migrare verso la massa tumorale.
Grazie agli studi di Otsu et al. ( 2009 ) sappiamo anche che le MSCs migrano verso i 
capillari ed inibiscono l'angiogenesi tumorale.
Di conseguenza, VEGF promuove la formazione dei nuovi vasi tumorali, ma le MSCs 
fanno esattamente l'opposto.
Questi studi dimostrano come alcuni tumori maligni, come il glioma, possono creare 
ambienti favorevoli all'attecchimento selettivo delle Cellule Staminali Mesenchimali.
Al momento però, i fattori secreti dalle cellule dei tessuti maligni, nonché quelli  
rilasciati dai tessuti circostanti e dai vasi, sono in buona parte ancora sconosciuti.
Inoltre, il significato delle MSCs è ancora da comprendere a fondo e molte domande 
sono ancora prive di spiegazioni specifiche o adeguate.
X.   Conclusioni
La Farmacologia Rigenerativa è un settore ampio della ricerca medica che comprende 
non solo gli studi sulla rigenerazione degli organi e dei tessuti, ma anche quelli su 
Cellule Staminali, “Piccole molecole” riprogrammanti, Morfogenesi, Terapie Geniche e 
applicazioni di ingegneria biomedica.
Riflettendo sui risultati ottenuti dai diversi studi, si può giungere alla conclusione che la 
Farmacologia Rigenerativa rappresenta un significativo punto di partenza dagli approcci 
tradizionali focalizzati sul sollievo palliativo e sintomatico delle alterazioni patologiche.
La Medicina Rigenerativa potrebbe rivoluzionare le terapie per le malattie cardiache e le  
patologie neurodegenerative, risolvere il problema della mancanza di organi per la 
donazione e rigenerare i tessuti danneggiati.
Tuttavia, nonostante i grossi passi in avanti, i meccanismi che stanno alla base dei 
fenomeni riparativi e rigenerativi dei tessuti non sono ancora totalmente conosciuti ed il  
comportamento di alcune cellule, come le Cellule Staminali Mesenchimali, è ancora da  
comprendere a fondo.
Di conseguenza, la strada da percorrere è lunga, ma le premesse iniziali sono buone e i 
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risultati futuri potrebbero essere grandiosi, come:
• Realizzare terapie personalizzate paziente-specifiche;
• Sviluppare nuovi farmaci in grado di effettuare terapie non sistemiche, ma localizzate,  
senza effetti collaterali indesiderati;
• Usare composti con attività multipla che, caricati in sofisticati sistemi di trasporto di  
farmaci, somministrati localmente, siano in grado di riprodurre una rigenerazione 
funzionale completa;
• Ricostruire con sufficiente precisione la complessità dell'intero organismo per creare 
in vitro nuovi organi o tessuti da impiantare successivamente in vivo;
• Veicolare selettivamente in vivo prodotti genici anti-cancro alle cellule tumorali.
Sono queste, e molte altre ancora, le potenzialità della Farmacologia Rigenerativa.
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GLOSSARIO
AADC: Aromatic L-amino acid decarboxylase
AAV: Adeno-associated virus
ADA: Adenosine deaminase
AFS: Amniotic fluid-derived stem cells
AhR: Aryl Hydrocarbon Receptor
AKT: Protein kinase B
AMD: Age-Related Macular Degeneration
ANGPTL5: Angiopoietin-like protein 5 
ARSA: Arylsulfatase A
BAM: Bladder acellular matrix
beta-TRCP: Beta-Transducin Repeat Containing Protein
bFGF: Basic Fibroblast Growth Factor
BMP-4: Bone morphogenetic protein 4
BrdU: Bromodeoxyuridine
CHMP: European Committee for Medicinal Products for Human Use
CiRA: Center for iPS Research and Application
EGF: Epidermal growth factor
EMT: Epithelial to Mesenchymal Transition
ES: Embryonic stem cells
EPO: Erythropoietin
EUROCISS: European Cardiovascular Indicators Surveillance Set
FDA: Food and Drug Administration
FGF-10: Fibroblast growth factor 10
GABA: Gamma-AminoButyric Acid
GAD: Glutamate decarboxylase
G-CSF: Granulocyte colony-stimulating factor
GDNF: Glial cell-derived neurotrophic factor
Gli-1: Glioma-associated oncogene homolog 1
GSK3-beta: Glycogen synthase kinase 3 beta
GTPCH: GTP Cyclohydrolase I
HGF: Hepatocyte growth factor
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HIV: Human immunodeficiency virus
HpSC: Hepatic stem cells
HSC: Hematopoietic stem cells
HuCNS-SC: Human central nervous system stem cells for neurological diseases
Ifom: Institute of Molecular Oncology Foundation
IGF-1: Insulin-like growth factor 1
iPS: Induced Pluripotent Stem Cell
MEK: Mitogen-activated protein kinase kinase
MSCs: Mesenchymal stem cells
NELL-1: NEL-like molecule-1
NGF: Nerve growth factor
NCL: Neuronal ceroid-lipofuscinoses
NSC: Neural Stem cells
NTN: Neuroturina
OCT-4: Octamer-binding transcription factor 4
PDE2: Phosphodiesterase 2
ROCK: Rho-associated protein kinase
SCF: Stem cell factor
SCNT: Somatic cell nuclear transfer
SDF-1: Stromal cell-derived factor 1
Shh: Sonic Hedgehog Homolog
Src: Proto-oncogene Tyrosine-protein kinase
SR1: StemRegenin 1
STAP: Stimulus-triggered acquisition of pluripotency
TGF-beta: Transforming growth factor beta
TH: Tyrosine Hydroxilase
TIGET: San Raffaele-Telethon Institute for Gene Therapy
TLR: Toll-Like Receptors
TNF: Tumor necrosis factor
TRAIL: TNF-related apoptosis-inducing ligand 
VEGF: Vascular endothelial growth factor
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